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ES 2396 734 T3

DESCRIPCION
Antagonistas de activina-ActRIl y usos para tratar la anemia
Antecedentes de la invencion

El glébulo rojo maduro o eritrocito, es responsable del transporte de oxigeno en el sistema circulatorio de los
vertebrados. Los glébulos rojos transportan altas concentraciones de hemoglobina, una proteina que se une al
oxigeno en los pulmones a una presion de oxigeno parcial (pOz) relativamente alta y suministra oxigeno a las zonas
del organismo con una pO; relativamente baja.

Los glébulos rojos maduros se producen en células madre hematopoyéticas pluripotentes en un proceso
denominado eritropoyesis. En individuos postnatales, la eritropoyesis se produce principalmente en la médula ésea y
en la pulpa roja del bazo. La accion coordinada de varias vias de sefializacion controla el equilibrio de la
proliferacion, la diferenciacion, la supervivencia y la muerte celular. En condiciones normales, los glébulos rojos se
producen a una velocidad que mantiene una masa constante de glébulos rojos en el organismo, y la produccion
puede aumentar o disminuir en respuesta a diversos estimulos, que incluyen una tension de oxigeno o demanda
tisular aumentada o disminuida. El proceso de eritropoyesis comienza con la formacion de células precursoras de
linaje especifico y avanza a través de una serie de distintos tipos de células precursoras. Las etapas finales de la
eritropoyesis se producen a medida que los reticulocitos se liberan en el torrente sanguineo y pierden sus
mitocondrias y ribosomas mientras asumen la morfologia de glébulos rojos maduros. Un nivel elevado de
reticulocitos, o una relacion elevada reticulocito/eritrocito en la sangre, indica un aumento en las velocidades de
produccion de gldbulos rojos.

La eritropoyetina (Epo) es ampliamente reconocida como el regulador positivo mas importante de la eritropoyesis en
vertebrados postnatales. La Epo regula la respuesta eritropoyética compensatoria a la tension de oxigeno tisular
disminuida (hipoxia) y los bajos niveles de glébulos rojos o los bajos niveles de hemoglobina. En los seres humanos,
los niveles elevados de Epo promueven la formacion de glébulos rojos, estimulando la generacion de los
progenitores eritroides en la médula 6sea y el bazo. En el ratén, la Epo aumenta la eritropoyesis principalmente en el
bazo.

Los médicos utilizan diversas formas de Epo recombinante para aumentar los niveles de glébulos rojos en diversos
marcos clinicos y especialmente para el tratamiento de la anemia. La anemia es una afeccion ampliamente definida,
caracterizada por niveles de hemoglobina o de glébulos rojos en la sangre inferiores a los normales. En algunos
casos, la anemia es causada por un trastorno primario en la produccién o la supervivencia de los glébulos rojos. Mas
comunmente, la anemia es una enfermedad secundaria a enfermedades de otros sistemas (Weatherall y Provan
(2000) Lancet 355, 1169-1175). La anemia puede resultar de una disminucion en la velocidad de produccion de los
glébulos rojos o un aumento en la velocidad de destruccion de los glébulos rojos o por pérdida de glébulos rojos
debido a hemorragia. La anemia se puede producir a causa de diversos trastornos que incluyen, por ejemplo,
insuficiencia renal crénica, sindrome mielodisplasico, artritis reumatoide y trasplante de médula dsea.

El tratamiento con Epo causa normalmente un aumento en la hemoglobina de aproximadamente 1-3 g/dL en seres
humanos sanos en un periodo de semanas. Cuando se administra a individuos anémicos, este régimen de
tratamiento a menudo proporciona aumentos sustanciales en los niveles de hemoglobina y glébulos rojos, y mejora
la calidad de vida y prolonga la supervivencia. La Epo no es uniformemente eficaz, y muchos individuos son
resistentes incluso a dosis altas (Horl et al., (2000) Nephrol Dial Trasplant 15, 43-50). Mas del 50% de los pacientes
con cancer tiene una respuesta inadecuada a la Epo, aproximadamente el 10% con enfermedad renal en etapa final
tiene una respuesta inferior a la normal (Glaspy et al (1997) J Clin Oncol 15, 1218-1234; Demetri et al (1998) J Clin
Oncol 16, 3412-3425), y menos del 10% con sindrome mielodisplasico responde favorablemente (Estey (2003) Curr
Opin Hematol 10, 60-67). Varios factores, incluidos inflamacion, deficiencia de hierro y vitaminas, dialisis
inadecuada, toxicidad por aluminio e hiperparatiroidismo pueden predecir una mala respuesta terapéutica, ain no
estan claros los mecanismos moleculares de resistencia a la Epo.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente divulgaciéon proporcionar composiciones y métodos alternativos para
aumentar los niveles de gldbulos rojos en los pacientes.

Resumen de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un antagonista de activina-ActRIl para usar en el
tratamiento o la prevencion de la anemia en un paciente humano que lo necesita, donde el antagonista de activina-
ActRII es un polipéptido que contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:
a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC ID N°: 2;
b) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 3 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
2
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idéntica a SEC. ID N°:3;

c) un polipéptido que contiene al menos 50 aminoacidos consecutivos seleccionados de SEC. ID N°: 2;

d) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 16 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC. ID N°: 16;

e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 17 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC. ID N°: 17;

f) un polipéptido que contiene al menos 50 aminoacidos consecutivos seleccionados de SEC. ID N°: 16;

g) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 7 o una secuencia aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 7;

h) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 12 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 12;

i) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 20 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 20; y

j) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 21 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 21.

El antagonista puede ser una proteina de fusion por ejemplo, ademas de dicho polipéptido antagonista de activina-
ActRIl, una o mas porciones de polipéptido que mejoren una o mas de las siguientes: la estabilidad in vivo, la vida
media in vivo, la absorcion/administracion, la localizacién o distribucion tisular, la formacion de complejos proteinicos
y/o la purificacion. Mas especificamente, la proteina de fusion puede incluir una porcién de polipéptido seleccionada
del grupo que consiste en: un dominio Fc de inmunoglobulina y una albumina sérica.

El polipéptido antagonista de activina o ActRIl para usar segun la invenciéon puede incluir uno o mas residuos de
aminoacidos modificados, seleccionados entre: un aminoacido glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido
farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a una porcioén lipidica y un
aminoacido conjugado a un agente de derivatizacion organico.

La anemia es anemia que puede estar asociada a mieloma multiple, a enfermedad renal crénica en el paciente, a
quimioterapia antineoplasica del paciente, a sindrome mielodisplasico o a una talasemia.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un método para identificar un farmaco que aumente los
niveles de glébulos rojos, donde el método comprende:
a) poner en contacto un farmaco de interés con un polipéptido ActRIl aislado que es normalmente capaz de

unirse a activina;
b) agregar una composicién que contenga activina;
c) cuantificar la eficacia del farmaco para inhibir la formacion de complejos entre el polipéptido Actll y activina;

y
d) evaluar el efecto del farmaco en los niveles de glébulos rojos en un animal.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de fusién ActRII-Fc para usar en el tratamiento
o la prevencién de anemia en un paciente humano que lo necesita, donde la proteina de fusiéon ActRII-Fc contiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 3 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a

SEC. ID N°: 3,

b) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°2 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 2,

c) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:7 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% o
95% idéntica a SEC. ID N°: 7,

d) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 12 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 12;

e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 17 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 17,

e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 16 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 186,

f) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:20 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 20, y

g) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:21 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 21.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2396 734 T3

La proteina puede causar menos de 15% de aumento en la masa del musculo esquelético del paciente. En una
realizacion, la proteina se administra de modo que alcance una concentracion sérica en el paciente de al menos 100
ng/ml durante un periodo de aproximadamente 20 a 30 dias. La proteina se puede administrar de modo que alcance
una concentracion sérica en el paciente en el rango de 100 ng/ml a 1000 ng/ml. La proteina puede tener una vida
media sérica entre 15 y 30 dias. En ciertas realizaciones, la proteina esta destinada a ser administrada al paciente
con una frecuencia no mayor de una vez por semana, preferentemente no mayor de una vez por mes.

En parte, la divulgacion demuestra que se pueden usar los antagonistas de la activina, asi como los antagonistas de
ActRlla y ActRIlb, para aumentar los niveles de glébulos rojos y hemoglobina. En particular, la divulgacion
demuestra que una forma soluble de ActRlla actia como inhibidor de activina y, cuando se administra in vivo,
aumenta los niveles sanguineos de los glébulos rojos. Se puede observar un efecto mas suave con una forma
soluble de ActRIIb, que se une a la activina A con menos afinidad que la ActRlla soluble. Si bien ActRlla y ActRIIb
solubles pueden afectar los niveles de glébulos rojos a través de un mecanismo diferente del antagonismo de
activina, no obstante la divulgacion demuestra que se pueden seleccionar agentes terapéuticos deseables,
basandose en el antagonismo de activina o el antagonismo de ActRIl o ambos. Dichos farmacos se denominan
colectivamente antagonistas de activina-ActRIl. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la invencién proporciona
antagonistas de activina-ActRII, que incluyen, por ejemplo, polipéptidos ActRIla de unién a activina y polipéptidos
ActRIlb de unién a activina, para aumentar los niveles de globulos rojos y de hemoglobina en los pacientes y para
tratar trastornos asociados con bajos niveles de glébulos rojos o de hemoglobina en pacientes que lo necesitan.
Como se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos N° 2007-0249022A1, los antagonistas de
activina-ActRlla se pueden usar para promover el crecimiento éseo y aumentar la densidad 6sea. Como se describe
en este documento, los efectos de esos antagonistas sobre los niveles de glébulos rojos son mas rapidos y se
producen a dosis menores que los efectos de dichos antagonistas sobre el hueso. Por lo tanto, en ciertas
realizaciones, se puede usar un antagonista de activina-ActRlla para aumentar los niveles de gldbulos rojos o
hemoglobina sin causar un aumento significativo en la densidad ésea, por ejemplo, menos de 3%, 5%, 10% o 15%
de aumento en la densidad 6sea. Este efecto selectivo se puede lograr usando, por ejemplo, dosis menores de
antagonista de activina-ActRlla, dosis menos frecuentes o un antagonista de activina-ActRIla de vida media sérica
mas corta en dosis y frecuencias calculadas para proporcionar una concentracion sérica menor.

Los polipéptidos utiles en la presente invencién pueden consistir en un polipéptido ActRIl de unién a activina soluble
que se une a activina. El polipéptido de unién a activina puede ser un polipéptido ActRIla o un polipéptido ActRIIb.
Los polipéptidos ActRIl se pueden formular como una preparacion farmacéutica que contenga el polipéptido ActRII
de unién a activina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El polipéptido ActRIl de unidn a activina se puede
unir a la activina con una Kp menor de 1 micromolar o menor de 100, 10 o 1 nanomolar. Opcionalmente, el
polipéptido ActRII de unién a activina se une selectivamente a activina frente a GDF11 y/o GDF8, y opcionalmente
con una Kp que es al menos 10 veces, 20 veces o 50 veces menor con respecto a activina que con respecto a
GDF11 y/o GDF8. Sin querer adherir a un mecanismo de accion particular, se espera que este grado de selectividad
por la inhibicién de activina con respecto a la inhibicion de GDF11/GDF8 sea la razén de los efectos sobre el hueso
o la eritropoyesis sin un efecto regularmente medible sobre el midsculo. En muchas realizaciones, se seleccionara un
polipéptido ActRIl para que cause menos de 15%, menos de 10% o menos de 5% de aumento en el musculo a las
dosis que logran efectos deseables sobre los niveles de gldbulos rojos. La composicion puede ser al menos 95%
pura, con respecto a otros componentes del polipéptido, evaluada por cromatografia de exclusién por tamafio, y
opcionalmente, la composicion es al menos 98% pura. Un polipéptido ActRlla de union a activina para usar en la
invencion puede ser cualquiera de los dados a conocer antes, como un polipéptido que tenga una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEC. ID N° 2, 3, 7 o 12 o que tenga una secuencia de aminoacidos que sea al
menos 90%, 95%, 97% o 99% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC. ID N°: 2,3,7,12 0
13. Un polipéptido ActRlla de union a activina puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido ActRlIla natural,
como uno que comprenda al menos 10, 20 o 30 aminoacidos de una secuencia seleccionada entre SEQID N°: 1a 3
o una secuencia de SEC. ID N°: 2, que carezca de los 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la "cola"). Un polipéptido
ActRIIb de unién a activina para usar en la invencion puede ser cualquiera de los dados a conocer antes, como un
polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEC. ID N°: 16, 17, 20, o 21 o que tenga
una secuencia de aminoacidos que sea al menos 90%, 95%, 97% o 99% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEC. ID N° 16, 17, 20 o 21. Un polipéptido ActRllb de unién a activina puede incluir un
fragmento funcional de un polipéptido ActRIIb natural, como uno que comprenda al menos 10, 20 o 30 aminoacidos
de SEQ ID N°: 15 a 17 o una secuencia que carezca de los 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la "cola") como SEC.
ID N°: 17.

Un polipéptido ActRIl de unién a activina soluble, puede incluir una o mas alteraciones en la secuencia de
aminoacidos (por ejemplo en el dominio de unién al ligando) con respecto al polipéptido ActRIl de origen natural. Se
proporcionan ejemplos de polipéptidos ActRlla y ActRIlb alterados en WO 2006/012627, pp. 59-60 y pp. 55-58,
respectivamente. Por ejemplo, la alteracién en la secuencia de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la
glucosilacion del polipéptido cuando se produce en una célula de mamifero, insectos u otra célula eucariota, o alterar
la escision proteolitica del polipéptido en relacion con el polipéptido ActRIl de origen natural. Un polipéptido ActRIl de
union a activina util en la invencion, puede ser una proteina de fusion que tenga, como un dominio, un polipéptido
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ActRII, (por ejemplo, una porcion de unién al ligando de un ActRlIla o ActRIIb) y uno o mas dominios adicionales que
proporcionen una caracteristica deseable, como una mejor farmacocinética, una purificacion mas facil, que se dirija a
tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusiébn puede mejorar uno o mas de las
siguientes: la estabilidad in vivo, la vida media in vivo, la absorcién/administracion, la localizacion o distribucion
tisular, la formacién de complejos proteinicos, la multimerizacién de la proteina de fusién y/o la purificacion. Una
proteina de fusion ActRII de unién a activina puede incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (tipo natural o mutante)
0 una albumina sérica u otra porcion de polipéptido que proporcione propiedades deseables como mejor
farmacocinética, mayor solubilidad o mayor estabilidad. En una realizacion preferida, una fusion ActRII-Fc
comprende un conector relativamente no estructurado colocado entre el dominio Fc y el dominio extracelular de
ActRIl. Este conector no estructurado puede corresponder a la regién no estructurada de aproximadamente 15
aminoacidos en el extremo C-terminal del dominio extracelular de ActRIl (la "cola"), o puede ser una secuencia
artificial de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos o una longitud entre 5 y 15, 20, 30, 50 o0 mas aminoacidos que carezcan
relativamente de estructura secundaria, o una mezcla de ambos. Un conector puede ser rico en residuos de glicina y
prolina y puede, por ejemplo, contienen una Unica secuencia de treonina/serina y glicinas o secuencias repetidas de
treonina/serina y glicinas (p. €j., TG4 (SEC. ID N°: 22), o singuletes o repeticiones de SG4 (SEC. ID N°: 23)). Una
proteina de fusién puede incluir una subsecuencia de purificacién, como un epitopo marcador, un marcador FLAG,
una secuencia de polihistidina y una fusiéon de GST. Opcionalmente, un polipéptido ActRII soluble incluye uno o mas
por residuos de aminoacidos modificados, seleccionados entre: un aminoacido glucosilado, un aminoacido
PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado
a una porcién lipidica y un aminoacido conjugado a un agente de derivatizacion organico. Una preparacion
farmacéutica también puede incluir uno o mas compuestos adicionales como un compuesto que se usa para tratar
un trastorno 6seo. Preferentemente, una preparacion farmacéutica es sustancialmente apirogena. En general, es
preferible que una proteina ActRIl se exprese en una linea celular de mamiferos que medie adecuadamente la
glucosilacion natural de la proteina ActRIl para disminuir la probabilidad de una respuesta inmunitaria desfavorable
en un paciente. Se han utilizado con éxito las lineas celulares humana y CHO, y se espera que otros sistemas de
expresion mamiferos comunes sean Utiles.

Como se describe en este documento, las proteinas ActRlla denominadas ActRlla-Fc (una forma con un conector
minimo entre la porcion ActRlla y la porcion Fc) tienen propiedades deseables, que incluyen la unién selectiva a
activina frente a GDF8 y/o GDF11, gran afinidad de union al ligando y mayor vida media sérica que las dos semanas
en los modelos animales. En este documento se dan a conocer preparaciones farmacéuticas que contienen
polipéptidos ActRII-Fc y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

También se dan a conocer en este documento acidos nucleicos que codifican un polipéptido ActRIl de unién a
activina soluble, como un polipéptido ActRlla o ActRIlb. Un polinucleétido aislado puede constar de una secuencia
de codificacion de un polipéptido ActRII de unién a activina soluble, como el descrito antes. Por ejemplo, un acido
nucleico aislado puede incluir una secuencia de codificacion de un dominio extracelular (por ejemplo, un dominio de
union al ligando) de un ActRIl y una secuencia que codificaria parte o todo el dominio transmembrana y/o el dominio
citoplasmatico de un ActRIl, pero de un codén de detencién colocado dentro del dominio transmembrana o el
dominio citoplasmatico, o colocado entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana o citoplasmatico. Por
ejemplo, un polinucledtido aislado puede contener una secuencia del polinucleétido ActRlla completo como SEC. ID
N°: 4 o 5 o una secuencia del polinucleétido ActRllb completo como SEC. ID N°: 18, o una version parcialmente
truncada de ActRlla o ActRIIb, donde dicho polinucleétido aislado comprende ademas un codén de terminacién de
transcripcion de al menos 600 nucleétidos antes del extremo 3' o de lo contrario colocado de modo que la traduccién
del polinucledtido dé lugar a un dominio extracelular opcionalmente fusionado a una porcién truncada del ActRII
completo. Una secuencia de acido nucleico para ActRlla es SEC. ID N° 14. Los acidos nucleicos dados a conocer
en este documento estan unidos operativamente a un promotor para la expresion, y la divulgacion proporciona
células transformadas con dichos polinucleétidos recombinantes. Preferentemente la célula es una célula de
mamifero como una célula CHO.

Los métodos para preparar un polipéptido ActRIl de unién a activina soluble, pueden incluir la expresién de
cualquiera de los acidos nucleicos (por ejemplo, SEC. ID N°: 4, 5, 14, 18 o 19) dados a conocer en este documento
en una célula adecuada, como una célula de ovario de hamster chino (CHO). Dicho método puede comprender: a)
cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresién del polipéptido ActRII soluble, donde dicha célula es
transformada con un constructo de expresion ActRIl soluble; y b) recuperar el polipéptido ActRIl soluble asi
expresado. Los polipéptidos ActRII solubles se pueden recuperar como fracciones crudas, parcialmente purificadas
o muy purificadas. La purificacion se puede llevar a cabo mediante una serie de pasos de purificacion, que incluyen,
por ejemplo, uno, dos o tres o mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia en proteina A, cromatografia
de intercambio anidnico (por ejemplo, Q sefarosa), cromatografia de interaccion hidréfoba (por ejemplo,
fenilsefarosa), cromatografia de exclusion por tamarfio y cromatografia de intercambio catiénico.

Un antagonista de activina-ActRIl dado a conocer en este documento, como un polipéptido ActRIla de unién a
activina soluble, o un polipéptido ActRIlb de unién activina soluble, se puede usar en un método para promover la
produccion de globulos rojos o aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto. Se dan a conocer métodos para
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tratar un trastorno asociado con bajos recuentos de globulos rojos o bajos niveles de hemoglobina (por ejemplo una
anemia), o para promover la produccion de gldbulos rojos, en pacientes que lo necesitan. Un método puede
comprender la administracion a un sujeto que lo necesita de una cantidad eficaz de un antagonista de activina-
ActRIl. En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona usos de antagonistas de activina-ActRIl para preparar un
medicamento para el tratamiento de un trastorno o una afeccién como los descritos en este documento.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona un método para identificar un farmaco que estimule la produccion de
glébulos rojos. El método comprende: a) identificar un farmaco de prueba que se une a activina o a un dominio de
union al ligando de un polipéptido ActRIl; y b) evaluar el efecto del farmaco sobre los niveles de glébulos rojos, de
hemoglobina y/o de los precursores de los glébulos rojos (por ejemplo, niveles de reticulocitos).

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la purificacion de ActRlla-hFc expresada en células CHO. La proteina se purifica como un pico
Unico y bien definido segun se visualiza mediante la columna de clasificacion por tamafio (panel izquierdo) y SDS-
PAGE con tincion de Coomassie (panel derecho) (carril izquierdo: estandares de peso molecular, carril derecho:
ActRlla-hFc).

La figura 2 muestra la unién de ActRlla-hFc a activina y GDF-11, medida por el ensayo BiaCore™.

La figura 3 muestra los efectos de ActRlla-hFc sobre el recuento de glébulos rojos en primates no humanos hembra.
Se trataron monos filipinos hembra (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30
mg/kg de ActRlla-hFc el dia 0, el dia 7, el dia 14 y el dia 21. La figura 3A muestra recuentos de glébulos rojos
(RGR). La figura 3B muestra los niveles de hemoglobina. La significacion estadistica es con relacién a la linea de
base (valores al inicio) para cada grupo de tratamiento. El dia 57, permanecian dos monos en cada grupo.

La figura 4 muestra los efectos de ActRIla-hFc sobre el recuento de glébulos rojos en primates no humanos macho.
Se trataron monos filipinos macho (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30
mg/kg de ActRlla-hFc el dia 0, el dia 7, el dia 14 y el dia 21. La figura 4A muestra recuentos de glébulos rojos
(RGR). La figura 4B muestra los niveles de hemoglobina. La significacion estadistica es con relacién a la linea de
base para cada grupo de tratamiento. El dia 57, permanecian dos monos en cada grupo.

La figura 5 muestra los efectos de ActRlla-hFc sobre el recuento de reticulocitos en primates no humanos hembra.
Se trataron monos filipinos (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg
de ActRlla-hFc el dia 0, el dia 7, el dia 14 y el dia 21. La figura 5A muestra los recuentos absolutos de reticulocitos.
La figura 5B muestra el porcentaje de reticulocitos con relacion a los recuentos de gldbulos rojos. La significacion
estadistica es con respecto a la linea de base para cada grupo. El dia 57, permanecian dos monos en cada grupo.

La figura 6 muestra los efectos de ActRlla-hFc sobre el recuento de reticulocitos en primates no humanos hembra.
Se trataron monos filipinos (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg
de ActRlla-hFc el dia 0, el dia 7, el dia 14 y el dia 21. La figura 6A muestra los recuentos absolutos de reticulocitos.
La figura 6B muestra el porcentaje de reticulocitos con relacion a los recuentos de glébulos rojos. La significacion
estadistica es con respecto a la linea de base para cada grupo. El dia 57, permanecian dos monos en cada grupo.

La figura 7 muestra los resultados del ensayo clinico en humanos descrito en el ejemplo 5, donde el area bajo la
curva (AUC) y la dosis administrada de ActRlla-hFc tienen una correlacion lineal, independientemente de si ActRlla-
hFc se administré por via intravenosa (IV) o subcutanea (SC).

La figura 8 muestra una comparacion de los niveles séricos de ActRlla-hFc en pacientes a los que se les administré
por via IV o SC.

La figura 9 muestra los niveles de fosfatasa alcalina dsea (BAP) en respuesta a diferentes niveles de dosis de
ActRlIla-hFc. BAP es un marcador para el crecimiento 6seo anabdlico.

La figura 10 ilustra el cambio medio desde la linea de base de los niveles de hematocrito del ensayo clinico en
humanos descrito en el ejemplo 5. ActRlla-hFc se administro por via intravenosa (IV) a la dosis indicada.

La figura 11 ilustra el cambio medio desde la linea de base de los niveles de hemoglobina en el ensayo clinico en
humanos descrito en el ejemplo 5. ActRlla-hFc se administro por via intravenosa (IV) a la dosis indicada.

La figura 12 ilustra el cambio medio desde la linea de base del recuento de glébulos rojos (eritrocitos) del ensayo
clinico en humanos descrito en el ejemplo 5. ActRIla-hFc se administré por via intravenosa (1V) a la dosis indicada.

La figura 13 ilustra el cambio medio desde la linea de base del recuento de reticulocitos del ensayo clinico en
6
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humano descrito en el ejemplo 5. ActRlla-hFc se administrd por via intravenosa (V) en la dosis indicada.
Descripcion detallada de la invencion
1. Vision general

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene diversos factores de crecimiento
que comparten elementos de secuencia comunes y motivos estructurales. Se sabe que esas proteinas ejercen
efectos biologicos sobre una gran variedad de tipos de células tanto en vertebrados como invertebrados. Los
integrantes de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embriénico en la formacién del
patron y la especificacion del tejido y pueden influir sobre diversos procesos de diferenciacion, incluidos
adipogénesis, miogénesis, condrogénesis, cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis y diferenciacion de células
epiteliales. La familia se divide en dos ramas generales: las ramas BMP/GDF y TGF-beta/Activina/BMP10, cuyos
integrantes tienen efectos diversos, a menudo complementarios. Manipulando la actividad de un integrante de la
familia de TGF-beta, a menudo es posible causar cambios fisiolégicos significativos en un organismo. Por ejemplo,
las razas de ganado piamontés y belga azul tienen una mutacion de pérdida de funcion en el gen GDF8 (también
denominado miostatina) que provoca un marcado aumento de la masa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997,
17(1):71-4. Ademas, en humanos los alelos inactivos de GDF8 se asocian a mayor masa muscular y segun se dice,
una fortaleza excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350:2682-8.

Las activinas son factores de crecimiento, polipéptidos diméricos, que pertenecen a la superfamilia de TGF-beta.
Existen tres formas principales de activina (A, B y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades (3
estrechamente relacionadas (BaBa, BeBs Y BaBe, respectivamente). El genoma humano también codifica una activina
C y una activina E, que se expresan principalmente en el higado, y también se conocen formas heterodiméricas que
contienen B¢ o Be. En la superfamilia de TGF-beta, las activinas son factores Unicos y multifuncionales que pueden
estimular la produccién hormonal en células de ovario y placenta, ayudan a la supervivencia de células neuronales,
influyen positiva o negativamente en el progreso del ciclo celular dependiendo del tipo de célula e inducen la
diferenciacion mesodérmica al menos en embriones de anfibios (DePaolo et al., 1991, Proc Soc Ep Biol
Med.198:500-512; Dyson et al., 1997, Curr Biol. 7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol. 55:953-963).
Ademas, el factor de diferenciacion eritroide (FED) aislado de las células leucémicas monocitica estimuladas
humanas result6 para ser idéntico a activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85:2434). Se ha sugerido que la activina
A promueve la eritropoyesis en la médula dsea. En varios tejidos, la sefializacion de activina es antagonizada por su
heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacion de la hormona foliculo-estimulante (FSH)
desde la hipdfisis, la activina promueve la secrecion y la sintesis de FSH, mientras la inhibina evita la secrecién y la
sintesis de FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad de la activina y/o unirse a la activina incluyen la
folistatina (FS), la proteina relacionada a folistatina (FSRP) y la a;-macroglobulina.

Las sefiales de TGF-§3 son mediadas por complejos heteroméricos de receptores de serina/treonina quinasa tipo | y
tipo 1l, los cuales fosforilan y activan secuencia abajo las proteinas Smad luego de la estimulacion del ligando
(Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178). Estos receptores tipo | y tipo Il son proteinas transmembrana,
compuestas de un dominio extracelular de unién al ligando con una regién rica en cisteina, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico con especificidad pronosticada de serina/treonina. Los receptores tipo |
son esenciales para la sefalizacion; y los receptores tipo |l son necesarios para unir ligandos y para la expresion de
los receptores tipo I. Los receptores de activina tipos | y Il forman un complejo estable luego de la unién del ligando,
que da lugar a la fosforilacion de los receptores tipo | por los receptores tipo Il.

Se identificaron dos receptores tipo Il relacionados (ActRIl), ActRlla y ActRIlb, como receptores tipo Il para activinas
(Mathews y Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisano et al., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de las activinas, ActRlla 'y
ActRIIb pueden interaccionar bioquimicamente con varias otras proteinas de la familia de TGF-f3, incluidas BMP7,
Nodal, GDF8 y GDF11 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee y McPherron, 2001, Proc. Natl. Acad.
Sci. 98:9306-9311; Yeo y Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh et al., 2002, Genes Dev. 16:2749-54). ALK4 es el
principal receptor tipo | para las activinas, particularmente para la activina A, y ALK-7 también puede servir como
receptor para las activinas, particularmente para la activina B.

Como se demostré en este documento, un polipéptido ActRIla soluble (sActRlla), que muestra una preferencia
sustancial por unirse a la activina A a diferencia de otros integrantes de la familia de TGF-beta, como GDF8 o
GDF11, es eficaz para aumentar los niveles de gldbulos rojos in vivo. Sin desear adherir a ningin mecanismo
particular, se espera que el efecto de sActRlIla sea causado principalmente por un efecto antagonista de la activina,
dada la muy fuerte unioén a la activina (constante de disociacion picomolar) exhibida por el constructo sActRlla
particular utilizado en esos estudios. Independientemente del mecanismo, resulta evidente a partir de esta
divulgacion que los antagonistas de ActRlla-activina aumentan los niveles de glébulos rojos en roedores, monos y
seres humanos. Debe sefialarse que la hematopoyesis es un proceso complejo, regulado por diversos factores, que
incluyen la homeostasia de eritropoyetina, G-CSF y hierro. Las expresiones "aumenta los niveles de glébulos rojos" y
"promueve la formacion de globulos rojos" se refieren a mediciones clinicamente observables, como el hematocrito,
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el recuento de glébulos rojos y las mediciones de hemoglobina y pretenden ser neutras en cuanto al mecanismo por
el cual se producen esos cambios.

Como también se demostré en este documento, un polipéptido ActRIIb soluble (sActRIIb) es eficaz para aumentar el
nivel de reticulocitos in vivo, un efecto que, se espera que cause un aumento de los niveles de hemotocrito durante
un periodo mas prolongado .

Los datos reportados en el presente documento con respecto a los primates no humanos son reproducibles también
en ratones, ratas y seres humanos, y por lo tanto, se pueden utilizar polipéptidos ActRIl y otros antagonistas de
activina-ActRIl para promover la produccién de glébulos rojos y aumentar los niveles de glébulos rojos en
mamiferos, desde roedores hasta seres humanos. Los antagonistas de activina-ActRIl incluyen, por ejemplo,
polipéptidos ActRlla de unién a activina solubles, polipéptidos ActRIIb de unién a activina solubles, anticuerpos que
se unen a activina (particularmente a las subunidades de activina A o B, también denominadas BA o B) y
desestabilizan la unién de ActRlla y/o ActRIllb, anticuerpos que se unen a ActRlla y desestabilizan la unién de
activina, anticuerpos que se unen a ActRIlb y desestabilizan la uniéon de activina, proteinas no anticuerpos
seleccionadas para la unién de activina, ActRIIb o ActRlla (véase por ejemplo, W0O/2002/088171, WO/2006/055689
y WO/2002/032925 por ejemplos de dichas proteinas y métodos para disefarlas y seleccionarlas), péptidos
aleatorios seleccionados para la unidon de activina, ActRllb o ActRIla, a menudo fijados a un dominio Fc. Dos
proteinas diferentes (u otras porciones) con actividad de unién a activina, ActRIlb o ActRlla, especialmente ligantes
de activina que bloquean los sitios de unién del receptor tipo | (por ejemplo, un receptor de activina tipo | soluble) y
tipo 1l (por ejemplo, un receptor de activina tipo Il soluble), respectivamente, se pueden unir entre si para crear una
molécula de unién bifuncional. Aptameros de acido nucleico, moléculas pequefas y otros agentes que inhiben el eje
de sefalizacion de activina-ActRIl se incluyen como antagonistas de activina-ActRIl. Diversas proteinas tienen
actividad antagonista de activina-ActRII, incluida la inhibina (es decir, la subunidad alfa de inhibina), aunque la
inhibina no antagoniza universalmente a la activina en todos los tejidos, folistatina (p. €., folistatina-288 y folistatina-
315), FSRP, activina C, alfa (2)-macroglobulina y un mutante de activina A M108A (cambio de metionina a alanina
en la posicion 108). En general, formas alternativas de activina, particularmente aquellas con alteraciones en el
dominio de unién del receptor tipo | se pueden unir a receptores tipo Il y no pueden formar un complejo ternario
activo, actuando por lo tanto como antagonistas. Ademas se pueden usar acidos nucleicos, como moléculas
antisentido, ARNip o ribozimas que inhiben la activina A, B, C o E, o, particularmente, la expresion de ActRlla o
ActRIIb, como antagonistas de activina-ActRIl. El antagonista de activina-ActRIl para usar, puede tener selectividad
por la inhibicion de la sefalizacion mediada por activina frente a otros miembros de la familia de TGF-beta, y
particularmente con respecto a GDF8 y GDF11.

Los términos utilizados en esta especificacion tienen en general los significados corrientes en el area, en el contexto
de esta invencion y en el contexto especifico en el que cada término es utilizado. Algunos términos se discuten a
continuacién o en otra parte de la especificacion, para proporcionar orientaciéon adicional a quien la practique al
describir las composiciones y los métodos de la invencion y cémo prepararlas y utilizarlas. El alcance o el significado
de cualquier uso de un término resultara evidente a partir del contexto especifico en que se utiliza el término.

"Alrededor de" y "aproximadamente" significaran generalmente un grado aceptable de error para la cantidad medida
dada la naturaleza o la precision de las mediciones. Habitualmente, grados de error de ejemplo suelen estar dentro
del 20 por ciento (%), preferentemente dentro del 10% y mas preferentemente dentro del 5% de un determinado
valor o rango de valores.

Alternativamente y, en particular en sistemas biolégicos, los términos "alrededor de" y "aproximadamente" pueden
significar los valores que estan dentro de un orden de magnitud, preferentemente en un entorno de 5 veces y mas
preferentemente en un entorno de 2 veces un determinado valor. Las cantidades numéricas presentadas en este
documento son aproximadas a menos que se indique lo contrario, lo que significa que se puede inferir el término
"alrededor de" o "aproximadamente" cuando no haya sido expresamente indicado.

Las secuencias se pueden comparar entre si, incluidas la secuencia natural y una o mas mutantes (variantes de
secuencia). Dichas comparaciones comprenden habitualmente alineamientos de secuencias de polimeros, por
ejemplo, usando programas de alineamiento de secuencias y/o algoritmos que son bien conocidos en el area (como
BLAST, FASTA y MEGALIGN, por nombrar unos pocos). El experto puede apreciar faciimente que, en tales
alineaciones, cuando una mutacion contiene una insercién o deleciéon de un residuo, la alineacion de secuencias
introducira un "hueco" (gap) (normalmente representado por un guién, o "A") en la secuencia del polimero que no
contiene el residuo insertado o eliminado.

"Homodloga", en todas sus formas gramaticales y variaciones de ortografia, se refiere a la relacion entre dos
proteinas que poseen un "origen evolutivo comun," incluidas las proteinas de superfamilias de la misma especie de
organismos, asi como las proteinas homodlogas de diferentes especies de organismos. Dichas proteinas (y los
acidos nucleicos que las codifican) tienen homologia de secuencia, como se refleja por su similitud de secuencia, ya
sea en términos de porcentaje de identidad o por la presencia de residuos o motivos especificos y posiciones
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conservadas.

La expresion "similitud de secuencia", en todas sus formas gramaticales, alude al grado de identidad o
correspondencia entre secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos que pueden o no compartir un origen evolutivo
comun.

Sin embargo, en el uso comun y en esta solicitud, el término "homdloga", cuando es modificado con un adverbio,
como "altamente”, puede referirse a la similitud de secuencia, y puede relacionarse, o no, con un origen evolutivo
comun.

2. Polipéptidos ActRII

En ciertos aspectos, la presente invencion se refiere a ciertos polipéptidos ActRIl para usar en el tratamiento o la
prevencion de la anemia. Segun se usa en este documento, el término "ActRII" se refiere a la familia de receptores
de activina tipo Il. Esta familia incluye el receptor de activina tipo lla y el receptor de activina tipo llb.

Segun se usa en este documento, el término "ActRIla" se refiere a proteinas de una familia de receptores de activina
tipo lla (ActRlIla) de cualquier especie, y a variantes derivadas de dichas proteinas ActRlla por mutagénesis u otra
modificacién. La referencia a ActRlIla en el presente documento se entiende como una referencia a cualquiera de las
formas identificadas en la actualidad. Los integrantes de la familia de ActRIlla son generalmente proteinas
transmembrana, compuestas de un dominio extracelular de unién al ligando con una region rica en cisteina, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con actividad pronosticada de serina/treonina quinasa.

La expresion "polipéptido ActRlla" incluye polipéptidos que contienen cualquier polipéptido de origen natural de un
integrante de la familia de ActRlla, asi como cualquiera de sus variantes (que incluyen mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas) que conserven una actividad util. Véase por ejemplo WO/2006/012627. Por
ejemplo, los polipéptidos ActRlla incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRlla conocido que
tenga una secuencia por lo menos 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRlla y opcionalmente al menos
85%, 90%, 95%, 97%, 99% o mas de identidad. Por ejemplo, un polipéptido ActRlla de la invencién se puede unir a,
y puede inhibir la funcién de, una proteina ActRlla y/o activina. Un polipéptido ActRlla se puede seleccionar para que
tenga actividad de promocion de la formacion de glébulos rojos in vivo. Los ejemplos de polipéptidos ActRlla
incluyen el polipéptido precursor de ActRIla humano (SEC. ID N°: 1) y polipéptidos ActRlla solubles humanos (p. €j.,
SEQIDN°®: 2, 3,7y 12).

La secuencia de la proteina precursora de ActRIla humano es la siguiente:

MGAAAKLAFAVELISCSSGAILGRSETQECLFFNANWEKDRTHNQTGVEP
CYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSP

EVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVIPKPPYYNILLYSLVPL
MLIAGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTQDPGPPPPSPLLGLKPLQLLE
VKARGREGCVWKAQLLNEYVAVKIFPIQDKOSWONEYEVYSLPGMKHEN
ILQFIGAEKRGTSVDVDLWLITAFHEKGSLSDFLKANVVSWNELCHTIAE
TMARGLAYLHEDIPGLKDGHKPAISHRDIKSKNVLLKNNLTACIADFGL
ALKFEAGKSAGDTHGOQVGTRRYMAPEVLEGAINFCRDAFLRIDMYAMGL
VLWELASRCTAADGPVDEYMLPFEEEIGOQHPSLEDMQEVVVHKKKREVL
RDYWQKHAGMAMLCET IEECWDHDAEARLSAGCVGERITOMQORLTNIIT
TEDIVTVVTMVTNVDEPPKESSL (SEQIDNO:1)

El péptido sefal esta subrayado simple; el dominio extracelular esta en negrita y los posibles sitios de glucosilacion
unidos a N estan subrayados doble.

La secuencia del polipéptido procesado ActRlIla soluble humano (extracelular), es la siguiente:
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISG

STEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDS PEVY FCCCEGNMCNEKFSYFP
EMEVTQPTSNPVTPKPP (SEQ ID NO: 2)
9
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El extremo C-terminal "cola" del dominio extracelular esta subrayado. La secuencia con la "cola" eliminada (una
secuencia A15) es la siguiente:
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISG

SIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYEFCCCEGNMCNEKESYEP
EM (SEQID NQO:3)
La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina precursora de ActRlla humano es la siguiente (nucleotidos
164-1705 de Genbank entrada NM_001616):
ATGGGAGCTGCTGCAAAGTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTGTT
CTTCAGGTGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTICTT
TAATGCTAATTGGGAAAANGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCG
TGTTATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGA
ATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGA
TATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAAMAGACAGCCCT
GAAGTATATTTTTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTT
CTTATTTTCCAGAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTAC
ACCTAAGCCACCCTATTACAACATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTT
ATGTTAATTGCGGGGATTGTCATTTGTGCATTTTGGGTGTACAGGCATC
ACAAGATGGCCTACCCTCCTGTACTTGTTCCAACTCARGACCCAGGACC
ACCCCCACCTTCTCCATTACTAGGGTTGAAACCACTGCAGTTATTAGAA
GTGARAGCAAGGGGRAGATTTGGTTGTGTCTGGARAGCCCAGTTGCTTA
ACGAATATGTGGCTGTCAAAATATTTCCAATACAGGACAAACAGTCATG
GCAAAATGAATACGAAGTCTACAGTTTGCCTGGAATGAAGCATGAGAAC
ATATTACAGTTCATTGGTGCAGAARAAACGAGGCACCAGTGTTGATGTGG
ATCTTTGGCTGATCACAGCATTTCATGARAAGGGTTCACTATCAGACTT
TCTTAAGGCTAATGTGGTCTCTTGGAATGARCTGTGTCATATTGCAGAA
ACCATGGCTAGAGGATTGGCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAA
AMGATGGCCACAAACCTGCCATATCTCACAGGGACATCARAAGTARAAR

TGTGCTGTTGAAAARACAACCTGACAGCTTGCATTGCTGACTTTGGGTTG
GCCTTAAAATTTGAGGLCTGGCAAGTCTGCAGGCGATACCCATGGACAGG
TTGGTACCCGGAGGTACATGGCTCCAGAGGTATTAGAGGGTGCTATAAA
CTTCCAAAGGGATGCATTTTTGAGGATAGATATGTATGCCATGGGATTA
GTCCTATGGGAACTGGCTTCTCGCTGTACTGC TGCAGATGGACCTGTAG
ATGAATACATGTTGCCATTTGRGGAGGAAARTTGGCCAGCATCCATCTCT
TGAAGACATGCAGGAAGTTGTTGTGCATARAAAAAAGAGGCCTGTTTTA
AGAGATTATTGGCAGAAACATGCTGCGAATGGCAATGCTCTGTGAAACCA
TTGAAGAATGTTGGGATCACGACGCAGAAGCCAGGTTATCAGCTGGATG
TGTAGGTGAAAGAATTACCCAGATGCAGAGACTAACAAATATTATTACC
ACAGAGGACATTGTAACAGTGGTCACAATGGTGACAAATGTTGACTTTC

CTCCCAAAGAATCTAGTCTATGA (SEQ ID NO: 4)
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La secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido ActRlla soluble (extracelular) humano es la siguiente:
ATACTTGGTAGATCAGARAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATT

GGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGT TATGSGTGA
CARAGATARACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGARATATTTCTGGT
TCCATTGRAATAGTGAARCAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCT
ATGACAGGACTGATTGTGTAGAAARARAAAGACAGCCCTGAAGTATATTT
TTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGARAAGTTTTCTTATTTTCCA
GAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCAC

cc (SEQID NO: 5)

Segun se usa en este documento, el término "ActRIIb" se refiere a una familia de proteinas que son receptores de
activina tipo llb (ActRIlb) de cualquier especie y a las variantes derivadas de dichas proteinas ActRIIb por
mutagénesis u otra modificacion. La referencia a ActRIIb en el presente documento se entiende como una referencia
a cualquiera de las formas identificadas en la actualidad. Los integrantes de la familia de ActRIlIb son generalmente
proteinas transmembrana, compuestas de un dominio extracelular de unién al ligando con una regién rica en
cisteina, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con actividad prevista de serina/treonina quinasa.

La expresion "polipéptido ActRIIb" incluye polipéptidos que contienen cualquier polipéptido de origen natural de un
integrante de la familia de ActRIIb, asi como sus variantes (que incluyen mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que conserven una actividad util. Véase por ejemplo WO/2006/012627. Por ejemplo, los
polipéptidos ActRlIla son polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRlla conocido que tenga una
secuencia al menos 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRlla y opcionalmente al menos 85%, 90%,
95%, 97%, 99% o mas de identidad. Por ejemplo, un polipéptido ActRIlb de la invencion se puede unir a, y puede
inhibir la funcion de, una proteina ActRIIb y/o activina. Un polipéptido ActRIlb se puede seleccionar para que tenga
actividad de promocién de la formacion de gldbulos rojos in vivo. Los ejemplos de polipéptidos ActRIIb incluyen el
polipéptido precursor de ActRllb humano (SEC. ID N° 15) y polipéptidos ActRIIb solubles humanos (p. €j., SEC. ID

N°: 16, 17, 20 y 21).

La secuencia de la proteina precursora de ActRIIb humano es la siguiente:

MTAPWVALALLWGSLW PGSGRGEAETRECIYYNANWELERT@QSGLERC
EGEQDKRLHCYASWA@SSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVIYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLOLLEIK

ARGRFGCVWKAQLMNDFVAVKIFPLODKQSWQSEREIFSTPGMKHENLL
QFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNI ITWNELCHVAETM

SRGLSYLHEDVPWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADEFGLA
VRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMAPEVELEGAINFQRDAFLRIDMYAMGLY
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEEIGOHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS

DCLYSLVTSVTNVDLPPKESSI (SEQ ID NO: 15)

El péptido sefal esta subrayado simple; el dominio extracelular esta en negrita y los posibles sitios de glucosilacion
unidos a N estan en cuadros.

La secuencia de polipéptido procesado ActRIIb soluble (extracelular) humano, es la siguiente:
SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSS
GTIELVKKGCWLDDEFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNECNERFTHL

PEAGGPEVTYEPPPTAPT (SEQID NO: 16)
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La"cola" C-terminal del dominio extracelular esta debilitada. La secuencia con la "cola" eliminada (una secuencia
A15) es la siguiente:

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSS
GTIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVY FCCCEGNFCNERFTHL

PEA (SEQID NO: 17)

La secuencia de acido nucleico que codifica una proteina precursora de ActRIlb humano es la siguiente: (nucleotidos
5-1543 de Genbank entrada NM_001106)

ATGACGGCGCCCTGGGETGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCGCTGTGGC
CCGGCTCTGGGCETGEEGAGGC TCGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAA
CGCCAACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGLTGC
GAAGGCGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACA
GCTCTGGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTT
CAACTGCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAG
GTGTACTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTC
ATTTGCCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGAC
AGCCCCCACCCTGCTCACGGTGCTGGCCTACTCACTGCTGCCCATCGGG
GGCCTTTCCCTCATCGTCCTGCTGGCCTTTTGGATGTACCGGCATCGCA
AGCCCCCCTACGGTCATGTGGACATCCATGAGGACCCTGGGCCTCCACC
ACCATCCCCTCTGGTGGGCCTGAAGCCACTGCAGCTGCTGGAGATCARG
GCTCGGGGGCGCTTTGGCTGTGTCTGGARAGGCCCAGCTCATGAATGACT
TTGTAGCTGTCAAGATCTTCCCACTCCAGGACAAGCAGTCGTGGCAGAG
TGAACGGGAGATCTTCAGCACACCTGGCATGAAGCACGAGAACCTGCTA
CAGTTCATTGCTGCCGAGAAGCGAGGCTCCARCCTCGAAGTAGAGCTGT
GGCTCATCACGGCCTTCCATGACAAGGGCTCCCTCACGGATTACCTCAA
GGGGAACATCATCACATGGAACGAACTGTGTCATGTAGCAGAGACGATG
TCACGAGGCCTCTCATACCTGCATGAGGATGTGCCCTGGTGCCGTGGCG
AGGGCCACAAGCCGTCTATTGCCCACAGGGACTTTAARAARAGTAAGAATGT
ATTGCTGAAGAGCGACCTCACAGCCGTGCTGGCTGACTTTGGCTTGGCT
GTTCGATTTGAGCCAGGGAAARCCTCCAGGGGACACCCACGGACAGGTAG
GCACGAGACGGTACATGGCTCCTGAGGTGCTCGAGGGAGCCATCAACTT
CCAGAGAGATGCCTTCCTGCGCATTGACATGTATGCCATGGGGTTGGTG
CTGTGGGAGCTTGTGTCTCGCTGCAAGGCTGCAGACGGACCCGTGGATG
AGTACATGCTGCCCTTTGAGGAAGAGATTGGCCAGCACCCTTCGTTGGA
GGAGCTGCAGGAGGTGGTGGTGCACAAGAAGATGAGGCCCACCATTARA
GATCACTGGTTGARACACCCGGGCCTGGCCCAGCTTTGTGTGACCATCG
AGGAGTGCTGGGACCATGATGCAGAGGCTCGCTTGTCCGCGGGCTETGT
GGAGGAGCGGGTGTCCCTGATTCGGAGGTCGGTCAACGGCACTACCTCG
GACTGTCTCGTTTCCCTGGTGACCTCTGTCACCAATGTGGACCTGCCCC
CTAAAGAGTCAAGCATCTAA (SEQID NO: 18)
12
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La secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido ActRlla soluble (extracelular) humano es la siguiente:

TCTGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAACGCCA
ACTGGGAGCTGGAGCGCACCRACCAGAGCGGCCTGGAGCGC TGCGARAGG
CGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGECCAACAGCTCT
GGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTTCAACT
GCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAGGTGTA
CTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTCATTTG
CCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGACAGCCC
CCACC (SEQ ID NO: 19)

En una realizacion especifica, la invencion se refiere a usos de ciertos polipéptidos ActRIl solubles. Segun se
describe en este documento, la expresion "polipéptido ActRIl soluble" se refiere generalmente a polipéptidos que
contienen un dominio extracelular de una proteina ActRlla o ActRIIb. La expresion "polipéptido ActRII soluble” segun
se usa en este documento, incluye cualquier dominio extracelular de origen natural de una proteina ActRlla o
ActRlIIb, asi como cualquiera de sus variantes (que incluyen mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Un
polipéptido ActRIl de unién a activina es aquel que conserva la capacidad de unirse a la activina, incluidas, por
ejemplo, activina AA, AB, BB o formas que incluyan la subunidad C o E. Opcionalmente, un polipéptido ActRIl de
union a activina se unira a la activina AA con una constante de disociacion de 1 nM o menor. El dominio extracelular
de una proteina ActRIl se une a activina y es generalmente soluble y por lo tanto se puede denominar polipéptido
ActRIl de unién a activina soluble. Los ejemplos de polipéptidos ActRIla de unién a activina solubles, incluyen los
polipéptidos solubles ilustrados en SEQ ID N°: 2, 3, 7, 12 y 13. SEC. ID N° 7 se conoce como ActRlla-hFc y se
describe mas profundamente en los ejemplos. Otros ejemplos de polipéptidos ActRlla de unién a activina solubles,
comprenden una secuencia sefial ademas del dominio extracelular de una proteina ActRlla, por ejemplo, la
secuencia lider melitina de miel de abeja (SEC. ID N°: 8), la secuencia lider activador tisular del plasminégeno (TPA)
(SEC. ID N°: 9) o la secuencia lider ActRlla natural (SEC. ID N°: 10). El polipéptido ActRlla-hFc ilustrado en SEC. ID
N°: 13 utiliza una secuencia lider TPA. Los ejemplos de polipéptidos ActRIlb de union a activina solubles, incluyen
los polipéptidos solubles ilustrados en SEQ ID N°: 16, 17, 20. Los polipéptidos ActRIlb de unién a activina también
pueden contener una secuencia sefial ademas del dominio extracelular de una proteina ActRIIb, por ejemplo, la
secuencia lider melitina de miel de abeja (SEC. ID N°: 8) o la secuencia lider activador tisular del plasminégeno
(TPA) (SEC. ID N°: 9).

Los fragmentos funcionalmente activos de los polipéptidos ActRIl se pueden obtener mediante cribado de
polipéptidos producidos recombinantemente a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica
un polipéptido ActRIl. Ademas, los fragmentos se pueden sintetizar quimicamente utilizando técnicas conocidas en
el area como la técnica en fase solida de Merrifield o la quimica f-Moc o t-Boc convencionales. Los fragmentos se
pueden producir (recombinantemente o por sintesis quimica) y probar para identificar aquellos fragmentos peptidilo
que pueden actuar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIl o la sefializacién mediada por activina.

Las variantes funcionalmente activas de los polipéptidos ActRIl se pueden obtener por cribado de colecciones de
polipéptidos modificados producidos recombinantemente a partir de los acidos nucleicos mutados correspondientes
que codifican un polipéptido ActRII. Las variantes se pueden producir y probar para identificar las que pueden actuar
como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIl o la sefializacion mediada por activina. Una variante funcional
de los polipéptidos ActRlla puede contener una secuencia de aminoacidos que es al menos 75% idéntica a una
secuencia de aminodacidos seleccionada de SEQ ID N° 2 o 3. En ciertos casos, la variante funcional tiene una
secuencia de aminoacidos al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID N°: 2 o 3. Una variante funcional de los polipéptidos ActRIlb puede contener
una secuencia de aminoacidos que es al menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de
SEQ ID N°: 16 0 17. En ciertos casos, la variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos al menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID N°: 17 o 18.

Las variantes funcionales se pueden generar modificando la estructura de un polipéptido ActRIl para fines tales
como aumentar la eficacia terapéutica, o la estabilidad (por ejemplo, la vida util ex vivo y la resistencia a la
degradacion proteolitica in vivo). Dichos polipéptidos ActRII modificados cuando se seleccionan para que conserven
la unién a activina, se consideran equivalentes funcionales de los polipéptidos ActRIl naturales. Los polipéptidos
ActRIl modificados también se pueden producir, por ejemplo, mediante sustitucion, delecién o adicion de
aminoacidos. Por ejemplo, es razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o
valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o un reemplazo similar de un aminoacido con un
aminoacido estructuralmente relacionado (por ejemplo, mutaciones conservadoras) no tendra un efecto importante

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2396 734 T3

en la actividad biolégica de la molécula resultante. Los reemplazos conservadores son los que tienen lugar en una
familia de aminoacidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Si un cambio en la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido ActRIl da como resultado un homologo funcional, se puede determinar facilmente
mediante evaluacién de la capacidad del polipéptido ActRIl variante para producir una respuesta en las células de
manera similar al polipéptido ActRIl natural.

En ciertas realizaciones, la divulgacion actual contempla mutaciones especificas de los polipéptidos ActRIl con el fin
de alterar la glucosilacion del polipéptido. Dichas mutaciones se pueden seleccionar con el fin de introducir o
eliminar uno o mas sitios de glucosilacion, como sitios de glucosilacion unidos a O o a N. Los sitios de
reconocimiento de glucosilacion unidos a asparagina comprenden generalmente una secuencia de tres péptidos,
asparagina-X-treonina o asparagina-X-serina (donde "X" es cualquier aminoacido) que es reconocido
especificamente por las enzimas de glucosilacion celular adecuadas. La alteracion también se puede hacer
mediante adicién de, o sustituciéon por, uno o mas residuos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido
ActRII natural (para sitios de glucosilacion unidos a O). Diversas sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o
ambas posiciones del primer o tercer aminoacido de un sitio de reconocimiento de glucosilacién (y/o delecion de
aminoacidos en la segunda posicién) se traduce en no-glucosilacién en la secuencia del tripéptido modificado. Otro
medio de aumentar el nimero de porciones carbohidrato en un polipéptido ActRIl es mediante acoplamiento quimico
0 enzimatico de glucdsidos al polipéptido ActRIl. Segun el modo de acoplamiento utilizado, el o los azucares se
pueden unir a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres como los de cisteina; (d)
grupos hidroxilo libres como los de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos como los de fenilalanina,
tirosina o triptéfano; o (f) el grupo amida de la glutamina. La eliminacién de una o mas porciones carbohidrato
presentes en un polipéptido ActRIl se puede hacer quimicamente y/o enzimaticamente. La desglucosilacién quimica
puede implicar, por ejemplo, la exposicion del polipéptido ActRIl al compuesto acido trifluorometanosulfénico, o a un
compuesto equivalente. Este tratamiento resulta en la escision de la mayoria o todos los azucares excepto el aztcar
de unioén (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando intacta la secuencia de aminoacidos. La escision
enzimatica de porciones carbohidrato en los polipéptidos ActRII se puede lograr mediante el uso de diversas endo -
y exo-glucosidasas como describen Thotakura et al. (1987) Meth. Enzymol. 138:350. La secuencia de un polipéptido
ActRIl se puede ajustar, segun corresponda, en funcion del tipo de sistema de expresion utilizado, puesto que las
células de mamiferos, levadura, insectos y células vegetales todas pueden introducir diferentes patrones de
glucosilacion que pueden ser afectados por la secuencia de aminoacidos del péptido. En general, las proteinas
ActRII para usar en seres humanos se pueden expresar en una linea celular de mamifero que proporcione una
glucosilacion adecuada, como lineas celulares HEK293 o CHO, aunque se espera que ofras lineas celulares de
expresion de mamiferos también sean Uutiles.

Esta divulgacion contempla ademas un método para generar mutantes, especialmente conjuntos de mutantes
combinatorios de un polipéptido ActRIl, asi como mutantes de truncamiento; mezclas de mutantes combinatorios
son especialmente Utiles para identificar secuencias de variantes funcionales. El propésito del cribado de dichas
colecciones combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes del polipéptido ActRIl que se unan a activina u
otros ligandos. A continuacion se proporcionan diversos ensayos de cribado, y dichos ensayos se pueden usar para
evaluar las variantes. Por ejemplo, una variante del polipéptido ActRIl se puede cribar para determinar si tiene
capacidad para unirse a un ligando de ActRII, para evitar la uniéon de un ligando de ActRIIl a un polipéptido ActRIl o
para interferir con la sefializacion causada por un ligando de ActRII.

La actividad de un polipéptido ActRIl o sus variantes también se puede probar en un ensayo in vivo o basado en
células. Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante del polipéptido ActRIl sobre la expresion de genes
involucrados en la hematopoyesis. Este se puede realizar, segun sea necesario, en presencia de una o mas
proteinas ligando de ActRIl recombinantes (por ejemplo, activina), y las células se pueden transinfectar para producir
un polipéptido ActRIl y/o sus variantes, y opcionalmente un ligando de ActRII. Asimismo, se puede administrar a un
ratén u otro animal un polipéptido ActRIl, y se pueden evaluar una o mas determinaciones sanguineas, como
recuento de gldbulos rojos, hemoglobina o recuento de reticulocitos.

Se pueden generar variantes derivadas combinatoriamente que tengan una potencia selectiva o generalmente
mayor en relacion con un polipéptido ActRIl natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes que
tengan vidas medias intracelulares marcadamente diferentes de la correspondiente a un polipéptido ActRIl natural.
Por ejemplo, la proteina alterada se puede volver mas estable o menos estable a la degradacion proteolitica u otros
procesos celulares que resulten en la destruccion, o de lo contrario la inactivacién, de un polipéptido ActRIl natural.
Dichas variantes y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptido ActRII
modulando la vida media de los polipéptidos ActRIl. Por ejemplo, una vida media corta puede dar lugar a mas
efectos bioldgicos transitorios y, cuando es parte de un sistema de expresion inducible, puede permitir un control
mas estricto de los niveles de polipéptido ActRIlI recombinante dentro de la célula. En una proteina de fusion Fc, las
mutaciones se pueden hacer en el conector (si existe) y/o en la porciéon Fc para alterar la vida media de la proteina.

Una genoteca combinatoria se puede producir mediante una genoteca degenerada de genes que codifican una
coleccion de polipéptidos los cuales incluyen al menos una porcion de las posibles secuencias del polipéptido ActRII.
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Por ejemplo, se puede ligar enzimaticamente una mezcla de oligonucleétidos sintéticos en secuencias de genes tal
que el conjunto degenerado de secuencias posibles de nucleétidos del polipéptido ActRIl se pueda expresar como
polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (por ejemplo,
para la expresion en fago).

Hay muchas maneras mediante las cuales la coleccion de homodlogos potenciales puede ser generada a partir de
una secuencia de oligonucleétidos degenerados. La sintesis quimica de una secuencia de genes degenerados se
puede llevar a cabo en un sintetizador automatico de ADN y los genes sintéticos se pueden después ligar a un
vector adecuado para la expresion. La sintesis de oligonucleétidos degenerados es bien conocida en el area (véase
por ejemplo, Narang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland
Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev.
Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056; lke et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Dichas
técnicas se emplearon en la evolucion directa de otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott et al., (1990) Science
249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et
al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi como las patentes de los Estados Unidos N°: 5,223,409, 5,198,346 y
5,096,815).

Alternativamente, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una coleccion combinatoria. Por
ejemplo, se pueden generar y aislar variantes del polipéptido ActRIl de una coleccién mediante cribado, usando, por
ejemplo, mutagénesis por escaneo de alanina y similares (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al.,
(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J.
Biochem. 218:597-601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry
30:10832-10838; y Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085), mutagénesis de escaneo del conector
(Gustin et al., (1993) Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight et al., (1982)
Science 232:316); mutagénesis de saturacion (Meyers et al., (1986) Science 232:613); mutagénesis por PCR (Leung
et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); mutagénesis aleatoria, que incluye mutagénesis quimica, etc. (Miller et
al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; y Greener et al., (1994)
Strategies in Mol Biol 7:32-34). La mutagénesis de escaneo del conector, particularmente en una marco
combinatorio, es un método atractivo para identificar formas truncadas (bioactivas) de polipéptidos ActRIL.

Se conoce una amplia gama de técnicas en el area para el cribado de productos génicos de colecciones
combinatorias hechas mediante mutaciones y truncamientos puntuales y, respecto a eso, para cribar genotecas de
ADNCc en busca de productos génicos que tengan una propiedad determinada. Dichas técnicas seran generalmente
adaptables para el cribado rapido de las genotecas generadas por mutagénesis combinatoria de polipéptidos ActRII.
Las técnicas mas ampliamente utilizadas para el cribado de genotecas grandes comprende normalmente clonar la
genoteca en vectores de expresion replicables, transformando células adecuadas con la coleccion de vectores
resultante y expresando los genes combinatorios en condiciones en las cuales la deteccion de una actividad
deseada haga relativamente facil el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto fue detectado. Los
ensayos preferidos incluyen ensayos de union a activina y ensayos de sefializacion celular mediada por activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRII utiles en la invenciéon pueden contener ademas modificaciones
postraduccionales adicionales a todas las que estan naturalmente presentes en los polipéptidos ActRIl. Dichas
modificaciones incluyen, pero no exclusivamente, acetilacion, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacion, lipidacion y
acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRIl modificados pueden contener elementos no aminoacidicos, como
polietilenglicoles, lipidos, poli o mono sacaridos y fosfatos. Los efectos de dichos elementos no aminoacidicos sobre
la funcionalidad de un polipéptido ActRIl pueden ser analizados como se describe en este documento para otras
variantes del polipéptido ActRIl. Cuando se produce un polipéptido ActRIl en las células por escision de una forma
incipiente del polipéptido ActRII, el procesamiento postraduccional también puede ser importante para el correcto
plegado y/o la funcién de la proteina. Diferentes células (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 o
HEK293) tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades
postraduccionales y se pueden elegir de modo de garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de los
polipéptidos ActRII.

Las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRII incluyen proteinas de fusion que pueden
tener al menos una porcion de los polipéptidos ActRIl y uno o mas dominios de fusion. Ejemplos bien conocidos de
dichos dominios de fusion incluyen, pero no exclusivamente, polihistidina, Glu-Glu, glutation S transferasa (GST),
tiorredoxina, proteina A, proteina G, una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de
uniéon a maltosa (MBP) o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusién con el fin de conferirle
una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusién son particularmente utiles para el aislamiento de
las proteinas de fusién por cromatografia de afinidad. Con el propésito de purificacion por afinidad, se usan matrices
aplicables a cromatografia por afinidad, tales como resinas conjugadas a glutation, amilasa y niquel o cobalto.
Muchas de dichas matrices estan disponibles en forma de "kit", como el sistema de purificacion de Pharmacia GST y
el sistema QlAexpress™ (Qiagen) util con comparieros de fusién (HIS6). Como otro ejemplo, se puede seleccionar
un dominio de la fusidn con el fin de facilitar la deteccion de los polipéptidos ActRIl. Los ejemplos de dichos dominios
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de deteccion incluyen diversas proteinas fluorescentes (p. €j., GFP) asi como " epitopos marcadores” que son
secuencias de péptidos generalmente cortas para las cuales hay un anticuerpo especifico disponible. Los epitopos
marcadores bien conocidos para las cuales hay anticuerpos monoclonales especificos faciimente obtenibles incluyen
marcadores FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y c-myc. En algunos casos, los dominios de fusion tienen
un sitio de escision de proteasa, como para el factor Xa o trombina, el cual permite a la proteasa pertinente digerir
parcialmente las proteinas de fusion y de esa manera liberar de alli las proteinas recombinantes. Después, las
proteinas liberadas se pueden aislar del dominio de fusién por separacion cromatografica subsiguiente. En algunas
realizaciones preferidas, un polipéptido ActRII se fusiona con un dominio que estabiliza al polipéptido ActRIl in vivo
(un dominio “estabilizador”). Mediante “estabilizar” se quiere dar a entender cualquier cosa que aumente la vida
media sérica, independientemente de si se debe a una menor destruccién, a una menor depuracion por el rifién o a
otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcion Fc de una inmunoglobulina confieren
propiedades farmacocinética deseables a una amplia gama de proteinas. Asimismo, las fusiones a albumina sérica
humana pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusidon que se pueden seleccionar
incluyen dominios de multimerizacién (por ejemplo, dimerizacion, tetramerizacion) y dominios funcionales (que
confieren una funcion bioldgica adicional, como una estimulacién adicional del crecimiento muscular).

Como ejemplo especifico, la presente invencion usa una proteina de fusion que contiene un dominio extracelular de
ActRlla soluble fusionado a un dominio Fc (por ejemplo SEQ ID NO: 6). 6).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHEDPEVKFNRWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK*

Como un ejemplo especifico adicional, la presente invencion usa una proteina de fusién que contiene un dominio
extracelular soluble de ActRIIb fusionado a un dominio Fc (por €j., SEC. ID N°: 21).

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKKGCWLD
DENCYDROECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLAQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Opcionalmente, el dominio Fc tiene una o mas mutaciones en residuos como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En
ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (por ejemplo, mutacion Asp-265)
tiene menor capacidad de unirse a los receptores Fcy en comparacion con un dominio Fc natural. En otros casos, el
dominio Fc del mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (por ejemplo, la mutacion Asn-434) tiene mayor
capacidad de unirse al receptor Fc relacionado con un MHC de clase | (FcRN) en comparacion con un dominio Fc
natural.

Se entiende que los diferentes elementos de las proteinas de fusién se pueden organizar de cualquier manera que
sea compatible con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIl puede estar colocado C-terminal en
relacion con un dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo puede estar colocado C-terminal en
relacion con un polipéptido ActRII. EI dominio del polipéptido ActRIl y el dominio heterélogo no necesitan estar
adyacentes en una proteina de fusion, y puede haber otros dominio o secuencias de aminoacidos C- o N-terminales
en relacion con cada dominio o entre los dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRII Utiles en la presente invencién contienen una o mas modificaciones
capaces de estabilizar a los polipéptidos ActRIIl. Por ejemplo, dichas modificaciones potencian la vida media in vitro
de los polipéptidos ActRII, aumentan la vida media circulatoria de los polipéptidos ActRIl o reducen la degradacion
proteolitica de los polipéptidos ActRIl. Esas modificaciones estabilizantes incluyen, pero no exclusivamente,
proteinas de fusion (entre otras, por ejemplo, las proteinas de fusidon que contienen un polipéptido ActRIl y un
dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacion (incluida, por ejemplo, la adicién de un sitio de
glucosilacion a un polipéptido ActRIl) y modificaciones de la porcién carbohidrato (como, por ejemplo, la eliminacién
de porciones carbohidrato de un polipéptido ActRII). Segin se usa en este documento, la expresion “dominio
estabilizador” no so6lo se refiere a un dominio de fusién (por ejemplo, Fc) como en el caso de las proteinas de fusion,
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sino que también incluye modificaciones no proteicas como una porcién carbohidrato, o porcién no proteica, como
polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, la presente invencion torna disponibles formas aisladas o purificadas de los polipéptidos
ActRIl, que estan aisladas, o de lo contrario sustancialmente exentas, de otras proteinas. Los polipéptidos ActRlIl se
produciran generalmente mediante la expresion de acidos nucleicos recombinantes.

3. Acidos nucleicos que codifican los polipéptidos ActRII

En este documento se dan a conocer acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera de los
polipéptidos ActRIl (por ejemplo, polipéptidos ActRIlla solubles y polipéptidos ActRIlIb solubles) que incluyen
fragmentos, variantes funcionales y proteinas de fusion dadas a conocer en este documento. Por ejemplo, SEC. ID
N°: 4 codifica el polipéptido precursor del ActRlla humano natural, mientras SEC. ID N°: 5 codifica el dominio
extracelular procesado de ActRlIla. Por ejemplo, SEC. ID N°: 18 codifica el polipéptido precursor de ActRllb humano
natural, mientras SEC. ID N° 19 codifica el dominio extracelular procesado de ActRllb. Los acidos nucleicos del
tema pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Dichos acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN.
Esos acidos nucleicos se pueden usar, por ejemplo, en métodos para preparar polipéptidos ActRIl o como agentes
terapéuticos directos (por ejemplo, en genoterapia).

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos del tema que codifican polipéptidos ActRlla se entiende ademas que
incluyen acidos nucleicos que son variantes de SEC. ID N° 4 o 5. En ciertos aspectos, los acidos nucleicos del tema
que codifican polipéptidos ActRIlb se entiende ademas que incluyen acidos nucleicos que son variantes de SEC. ID
N°: 18 o 19. Las secuencias de nucleotidos variantes incluyen secuencias que difieren en una o mas sustituciones,
adiciones o deleciones de nucledtidos, como variantes alélicas.

Se dan a conocer secuencias aisladas o recombinantes de acidos nucleicos que son al menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticas a SEQ ID N°: 4, 5, 18 o 19. Un experto comprendera que se pueden
proporcionar secuencias de acidos nucleicos complementarias de SEC. ID N° 4, 5, 18 0 19, y variantes de SEC. ID
N° 4, 5, 18 0 19. La secuencia de acidos nucleicos se puede aislar, recombinar y/o fusionar con una secuencia de
nucleétidos heterdloga, o en una genoteca.

Los acidos nucleicos dados a conocer en este documento también pueden incluir secuencias de nucleétidos que se
hibridan en condiciones muy rigurosas a la secuencia de nucleétidos designada en SEC. ID N° 4, 5, 18 0 19, la
secuencia complementaria de SEC. ID N°: 4, 5, 18 0 19, o sus fragmentos. Como se discutié antes, un experto
comprendera facilmente que se pueden variar las condiciones rigurosas adecuadas que promueven la hibridacion
del ADN. Un experto comprendera facilmente que se pueden variar las condiciones rigurosas adecuadas que
promueven la hibridacion del ADN. Por ejemplo, se podria realizar la hibridacién en 6.0 x cloruro de sodio/citrato de
sodio (SSC) a alrededor de 45 °C, seguida de un lavado de 2.0 x SSC a 50 °C. Por ejemplo, la concentracion de sal
en el paso de lavado se puede seleccionar desde una baja rigurosidad de aproximadamente 2.0 x SSC a 50 °C a
una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 °C. Ademas, la temperatura del paso de lavado se puede
aumentar desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, alrededor de 22 °C, hasta condiciones de
alta rigurosidad a alrededor de 65 °C. Se pueden variar la temperatura y la concentracion de sal, o se puede
mantener constante la temperatura o la concentracién de sal mientras se cambia la otra variable. Se pueden
proporcionar acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de baja rigurosidad de 6 x SSC a temperatura
ambiente seguido de un lavado en 2 x SSC a temperatura ambiente.

También se pueden proporcionar acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos indicados en SEQ ID
n% 4, 5, 18 o 19 debido a la degeneracion en el cédigo genético. Por ejemplo, un nimero de aminoacidos es
designado por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo,
CAU y CAC son sinénimos para histidina) pueden causar mutaciones "silenciosas" que no afectan a la secuencia de
aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera que los polimorfismos de la secuencia de ADN que si conducen
a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas del tema existiran en células de mamiferos. Un
experto comprendera que esas variaciones en uno o mas nucledtidos (hasta alrededor de 3-5% de los nucleétidos)
de los acidos nucleicos que codifican una proteina particular pueden existir entre individuos de una especie dada
debido a la variacion alélica natural.

Los acidos nucleicos recombinantes se pueden unir operativamente a una o mas secuencias de nucleétidos
reguladoras en un constructo de expresion. Las secuencias de nucledtidos reguladoras seran en general adecuadas
para la célula huésped utilizada para la expresién. Se conocen en el area numerosos tipos de vectores de expresion
apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para diversas células huésped. Habitualmente, dichas una o mas
secuencias de nucledtidos reguladoras pueden incluir, pero no exclusivamente, secuencias promotoras, secuencias
lider o sefial, sitios de unién ribosémicos, secuencias de inicio y terminacion de la transcripcion, secuencias de inicio
y terminacion de la traduccién y secuencias potenciadoras o activadoras. Se pueden usar promotores constitutivos o
inducibles conocidos en el area. Los promotores pueden ser promotores de origen natural o promotores hibridos que
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combinan elementos de mas de un promotor. Puede haber un constructor de expresion presente en una célula en un
episoma, como un plasmido, o el constructo de expresion se puede insertar en un cromosoma. El vector de
expresion puede contener un gen marcador seleccionable para permitir la seleccion de células huésped
transformadas. Los genes marcadores seleccionables son bien conocidos en el area y variaran segun la célula
huésped utilizada.

El acido nucleico del tema se puede proporcionar en un vector de expresion que contenga una secuencia de
nucleodtidos que codifique un polipéptido ActRIl y que se una operativamente a al menos una secuencia reguladora.
Las secuencias reguladoras son conocidas en el area y se seleccionan para dirigir la expresion de un polipéptido
ActRIl. En consecuencia, la expresion secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion. Se describen ejemplos de secuencias reguladoras en Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo, se puede usar cualquier
secuencia, de una amplia variedad de secuencias de control de la expresion, que controle la expresion de una
secuencia de ADN cuando esta unida operativamente a ella en esos vectores, para expresar secuencias de ADN
que codifican un polipéptido ActRIl. Dichas secuencias de control de la expresion utiles, incluyen, por ejemplo, los
promotores temprano y tardio de SV40, el promotor tet, el promotor inmediato temprano del adenovirus o
citomegalovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya
expresion es dirigida por la T7 ARN polimerasa, las principales regiones promotora y operadora del fago lambda, las
regiones de control de la proteina de la envoltura de fd, el promotor de la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas
glucoliticas, los promotores de la fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los promotores de los factores de
apareamiento a de la levadura, el promotor del poliedro del sistema del baculovirus y otras secuencias que se sabe
que controlan la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y diversas combinaciones de
éstos. Se debe entender que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion
de la célula huésped que se va a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar. Por otra parte, también
se debe considerar el nimero de copias del vector, la capacidad de controlar ese nimero de copias y la expresion
de cualquier otra proteina codificada por el vector, como marcadores de antibiéticos.

Se puede producir un acido nucleico recombinante de la invencion ligando el gen clonado, o una porcion de éste, en
un vector adecuado para la expresion en células procariotas o células eucariotas (levadura, aves, insectos o
mamiferos) o ambos. Los vehiculos de expresion para la produccién de una polipéptido ActRIl recombinante
incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos
derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac
y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células procariotas, como E. coli.

Algunos vectores de expresion mamiferos contienen secuencias procariotas para facilitar la propagacion del vector
en las bacterias y una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en las células eucariotas. Los
vectores derivados de peDNAl/amp, peDNAIl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos adecuados para la
transinfeccion de células eucariotas. Algunos de esos vectores son modificados con secuencias de plasmidos
bacterianos, como pBR322, para facilitar la replicacion y la seleccion de resistencia a los farmacos tanto en células
procariotas como eucariotas. Alternativamente, se pueden usar derivados de virus como el virus del papiloma bovino
(BPV-1), o el virus Epstein - Barr (pPHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas en
células eucariotas. Los ejemplos de otros sistemas de expresion viral (incluida retroviral) se pueden encontrar mas
adelante en la descripcion de los sistemas de administracion de genoterapia. Los diversos métodos empleados en la
preparacion de los plasmidos y en la transformacion de organismos huéspedes son muy conocidos en el area. Por
otros sistemas de expresion adecuados para células procariotas y eucariotas, asi como por procedimientos
generales de recombinacion, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 32 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede ser conveniente expresar
polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresion de baculovirus. Los ejemplos de dichos
sistemas de expresion de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (como pVL1392, pVL1393 y pVL941),
vectores derivados de pAcUW (como pAcUWH1) y vectores derivados de pBlueBac (como los B-gal que contienen
pBlueBac llI).

Se puede disefiar un vector para la produccion de los polipéptidos ActRIl del tema en células CHO; como un vector
Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores pCl-neo
(Promega, Madison, Wise). Como resultara evidente, los constructos génicos del tema se pueden utilizar para
causar la expresion de los polipéptidos ActRIl del tema en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir
proteinas, incluidas proteinas de fusién o proteinas variantes, para purificacion.

En este documento se da a conocer una célula huésped transinfectada con un gen recombinante, que incluye una
secuencia de codificacion (por ejemplo, SEC. ID N° 4, 5, 18 o 19) para uno o mas de los polipéptidos ActRIl del
tema. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIl de la
invencion se puede expresar en: células bacterianas, como E. coli, células de insectos (por ejemplo, usando un
sistema de expresion de baculovirus), levadura, o células de mamiferos. Los expertos conocen otras células
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huésped adecuadas.

En consecuencia, en este documento se dan a conocer métodos de produccién de los polipéptidos ActRII del tema.
Por ejemplo, una célula huésped transinfectada con un vector de expresion que codifica un polipéptido ActRlla o un
polipéptido ActRIIb se puede cultivar en condiciones adecuadas para permitir que se produzca la expresion del
polipéptido ActRIl. El polipéptido ActRIl puede ser secretado y aislado de una mezcla de células y medio que
contengan el polipéptido ActRII. Alternativamente, se puede retener el polipéptido ActRII citoplasmaticamente o en
una fraccion de la membrana y cosechar y lisar las células, y aislar la proteina. Un cultivo celular incluye células
huésped, medios y otros subproductos. En el area se conocen medios de cultivo celular adecuados. Los polipéptidos
ActRII del tema se pueden aislar del medio de cultivo celular, de las células huésped o de ambos, utilizando técnicas
conocidas en el area para la purificacion de proteinas, que incluyen cromatografia de intercambio ionico,
cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracién, electroforesis, purificacion por inmunoafinidad con anticuerpos
especificos para epitopos particulares de los polipéptidos ActRIl y purificacion por afinidad con un agente que se una
a un dominio fusionado al polipéptido ActRIl (por ejemplo, se puede usar una columna de proteina A para purificar
una fusion ActRlla-Fc o ActRIIb-Fc). El polipéptido ActRIl puede ser una proteina de fusidon que contenga un dominio
que facilite su purificacion. La purificacion se puede lograr mediante una serie de pasos de cromatografia en
columna, como, por ejemplo, tres o0 mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia en proteina A,
cromatografia en sefarosa Q, cromatografia en fenilsefarosa, cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia
de intercambio catidnico. La purificacion se pudo completar con filtracién viral e intercambio de solucién
amortiguadora. Como se demostré en este documento, la proteina ActRlla-hFc se purificd hasta una pureza >98%
segun se determind por cromatografia de exclusién por tamafio y >95% segun se determiné por SDS PAGE. Este
nivel de pureza fue suficiente para lograr resultados deseables en ratones, ratas y primates no humanos.

Un gen de fusion que codifica una secuencia lider de purificacion, como una secuencia de sitio de escision de poli-
(His)-enteroquinasa en el extremo N-terminal de la porcion deseada del polipéptido ActRIl recombinante, puede
permitir la purificacion de la proteina de fusidon expresada mediante cromatografia por afinidad usando una resina
metalica de Ni**. A continuacién se puede eliminar la secuencia lider de purificaciéon por tratamiento con
enteroquinasa para proporcionar el polipéptido ActRIl purificado (por ejemplo, véase Hochuli et al., (1987) J.
Chromatography 411:177; y Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

Las técnicas para preparar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la uniéon de varios fragmentos de
ADN que codifican secuencias de polipéptidos diferentes se realiza segun técnicas convencionales, empleando
extremos romos o irregulares para el ligamiento, digestién con enzimas de restriccion para proporcionar extremos
adecuados, relleno de extremos cohesivos segun sea adecuado,tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones indeseables y ligamiento enzimatico. El gen de fusion se puede sintetizar mediante técnicas convencionales
que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, se puede llevar a cabo la amplificacion por
PCR de fragmentos del gen utilizando iniciadores de anclaje (anchor primers) que dan lugar a salientes
complementarias entre dos fragmentos del gen consecutivos que posteriormente se pueden aparear para generar
una secuencia de genes quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al.,
John Wiley & Sons: 1992).

4. Ensayos de cribado

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona un método para identificar un agente que aumente los niveles
de globulos rojos y se refiere al uso de polipéptidos ActRIl (p. €j., polipéptidos ActRIla o ActRIIb solubles) y
polipéptidos activina para identificar compuestos (farmacos) que sean agonistas o antagonistas de la via de
sefializacion de activina-ActRlla y/o activina-ActRIIb. Los compuestos identificados mediante este cribado se pueden
probar a fin de evaluar su capacidad para modular los niveles de gldbulos rojos, hemoglobina y/o reticulocitos in vivo
o in vitro. Esos compuestos se pueden probar, por ejemplo, en modelos animales.

Existen numerosos métodos para el cribado de agentes terapéuticos que aumenten los niveles de glébulos rojos o
hemoglobina dirigiéndose a la sefalizacion de activina y a la sefalizacion de ActRIl. En algunas realizaciones, se
puede llevar a cabo un cribado de alto rendimiento de compuestos para identificar a farmacos que alteran los efectos
mediados por activina o ActRIl sobre una linea celular elegida. En ciertas realizaciones, el ensayo se lleva a cabo
para cribar e identificar compuestos que inhiben o disminuyen, especificamente, la unién de un polipéptido ActRlla o
ActRIIb a activina. Alternativamente, el ensayo se puede usar para identificar compuestos que aumentan la unién de
un polipéptido ActRlla o ActRIIb a activina. En otra realizacién, los compuestos se pueden identificar por su
capacidad para interaccionar con una activina, un polipéptido ActRIlb o un polipéptido ActRlla.

Una diversidad de formatos de ensayo sera suficiente y, a la luz de la presente divulgacion, los que no estan
expresamente descritos en este documento seran sin embargo comprendidos por un técnico con experiencia en el
tema. Como se describe en este documento, los compuestos de prueba (farmacos) de la invencion se pueden crear
por cualquier método de quimica combinatoria. Alternativamente, los compuestos del tema pueden ser biomoléculas
naturales sintetizadas in vivo o in vitro. Los compuestos (farmacos) que se van a probar en cuanto a su capacidad
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para actuar como moduladores del crecimiento tisular pueden ser, producidos por ejemplo, por bacterias, levaduras,
plantas u otros organismos (por ejemplo, productos naturales), producidos quimicamente (por ejemplo, moléculas
pequefas, incluidos peptidomiméticos), o producidos recombinantemente. Los compuestos de prueba considerados
por la presente invencion incluyen moléculas organicas no peptidilicas, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos,
azucares, hormonas y moléculas de acidos nucleicos. En una realizaciéon especifica, el agente de prueba es una
molécula organica pequefia con un peso molecular inferior a aproximadamente 2000 Dalton.

Los compuestos de prueba de la invencién se pueden proporcionar como entidades discretas, individuales, o
proporcionar en colecciones de mayor complejidad, como las elaboradas por quimica combinatoria. Esas
colecciones pueden comprender, por ejemplo, alcoholes, halogenuros de alquilo, aminas, amidas, ésteres,
aldehidos, éteres y otras clases de compuestos organicos. La presentacion del compuesto de prueba al sistema de
prueba puede ser en forma aislada o como mezclas de compuestos, especialmente en los pasos de cribado
iniciales. Opcionalmente, los compuestos pueden ser derivatizados con otros compuestos y tener grupos de
derivatizacion que faciliten el aislamiento de los compuestos. Los ejemplos no limitantes de grupos de derivatizacion
incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina verde fluorescente, isétopos, polihistidina, perlas magnéticas,
glutation S transferasa (GST), reticulantes fotoactivables o cualquier combinacion de éstos.

En muchos programas de cribado de farmacos que analizan colecciones de compuestos y extractos naturales, son
deseables ensayos de prueba de alto rendimiento para maximizar el nimero de compuestos estudiados en un
periodo determinado de tiempo. Los ensayos que se realizan en sistemas exentos de células, como los que se
pueden obtener con proteinas purificadas o semipurificadas, a menudo se prefieren como cribas "primarias" en
cuanto a que se pueden generar para permitir el desarrollo rapido y la deteccion relativamente facil de una alteracion
en un objetivo molecular la cual es mediada por un compuesto de prueba. Por otra parte, en general se pueden
ignorar los efectos de la toxicidad celular o la biodisponibilidad del compuesto de prueba en el sistema in vitro, en su
lugar el ensayo se centra principalmente en el efecto del farmaco sobre el objetivo molecular ya que se puede
manifestar en una alteracion de la afinidad de unién entre un polipéptido ActRlla y activina o entre un polipéptido
ActRIIb y activina.

Meramente para ilustrar, en un ensayo de cribado de ejemplo de la presente invencion, el compuesto de interés se
pone en contacto con un polipéptido ActRlla aislado y purificado que es normalmente capaz de unirse a activina. A
la mezcla del compuesto y el polipéptido ActRlla se le agrega después una composicion que contiene un ligando de
ActRlla. La deteccién y la cuantificacion de complejos ActRlla/activina proporciona un medio para determinar la
eficacia del compuesto para inhibir (o potenciar) la formacion del complejo entre el polipéptido ActRlla y activina. La
eficacia del compuesto se puede evaluar generando curvas dosis-respuesta a partir de los datos obtenidos utilizando
diversas concentraciones del compuesto de prueba. Ademas también se puede llevar a cabo un ensayo de control
para establecer una linea de base para la comparacion. Por ejemplo, en un ensayo de control, se agrega activina
aislada y purificada a una composicion que contiene el polipéptido ActRlla, y se cuantifica la formacién de complejo
ActRlla/activina en ausencia del compuesto de prueba. Se entendera que, en general, el orden en el que se pueden
mezclar los reactivos se puede variar y que se pueden mezclar simultdneamente. Por otra parte, en lugar de
proteinas purificadas, se pueden utilizar extractos celulares y lisados para proporcionar un sistema de ensayo
adecuado que carezca de células. Los compuestos que afectan la sefializacion de ActRllb se pueden identificar de
manera similar utilizando un polipéptido ActRIIb y un ligando de ActRIIb.

La formacién de complejos entre el polipéptido ActRIl y activina puede ser detectada por diversas técnicas. Por
ejemplo, se puede cuantificar la modulacién de la formacién de comple;os utilizando, por ejemplo, proteinas
marcadas detectablemente como radiomarcadas (p. €j., 32P, 35S, “Cc o H), marcadas fluorescentemente (por
ejemplo, FITC), o el polipéptido ActRlIla o ActRIIb o activina marcados enzimaticamente, mediante inmunoensayo, o
por deteccion cromatografica.

En ciertas realizaciones, la presente invencion considera el uso de ensayos de polarizacion de la fluorescencia y
ensayos de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) para medir, directa o indirectamente, el
grado de interaccion entre un polipéptido ActRIl y su proteina de union. Ademas, otros modos de deteccion, tales
como los basados en guias de onda o6pticas (publicacion PCT WO 96/26432 y Pat de los Estados Unidos N°
5,677,196), resonancia de plasmones superficiales (SPR), sensores de carga superficial y sensores de fuerza
superficial, son compatibles con muchas realizaciones de la invencién.

Por otra parte, la presente invencion contempla el uso de un ensayo de trampa de interaccion, también conocido
como el "ensayo de dos hibridos," para identificar agentes que trastornan o potencian la interaccion entre un
polipéptido ActRIl y su proteina de unién. Véase por ejemplo, la patente de los Estados Unidos 5,283,317; Zervos et
al., (1993) celular 72:223-232; Madura et al.,, (1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel et al., (1993)
Biotechniques 14:920-924; e Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696). En una realizacion especifica, la
presente invencion considera el uso de sistemas de dos hibridos inversos para identificar compuestos (por ejemplo,
moléculas pequefias o péptidos) que disocian las interacciones entre un polipéptido ActRIl y su proteina de unién.
Véase por ejemplo, Vidal y Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain, (1999) Trends Biotechnol
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17:374-81; y las patentes de los Estados Unidos N° 5,525,490; 5,955,280; y 5,965,368.

En ciertas realizaciones, los compuestos del tema se identifican por su capacidad para interaccionar con un
polipéptido ActRIl o activina de la invencion. La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRlIla, ActRIlb o
activina puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, dicha interaccion se puede identificar a nivel de la proteina
mediante métodos bioquimicos in vitro, incluidos foto-entrecruzamiento, unién de ligando radiomarcado y
cromatografia de afinidad (Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos
se pueden cribar en un ensayo basado en un mecanismo, como un ensayo para detectar compuestos que se unen a
un polipéptido activina o ActRIl. Este puede incluir un episodio de unién en fase sélida o en fase liquida.
Alternativamente, el gen que codifica un polipéptido activina o ActRIl se puede transinfectar con un sistema reportero
(p- €j., B-galactosidasa, luciferasa o proteina verde fluorescente) en una célula y cribar contra la coleccion,
opcionalmente mediante un ensayo de cribado de alto rendimiento o con miembros individuales de la coleccion. Se
pueden usar otros ensayos de uniéon basados en mecanismos, por ejemplo, ensayos de union que detectan cambios
en la energia libre. Se pueden realizar ensayos de unién con el objetivo fijado a un pocillo, perla o chip o capturado
por un anticuerpo inmovilizado o resuelto por electroforesis capilar. Habitualmente se pueden detectar los
compuestos unidos usando colorimetria o fluorescencia o resonancia de plasmones de superficie.

5. Usos terapéuticos

Los antagonistas de activina-ActRII (por ejemplo, polipéptidos ActRlla o ActRIlb) se pueden usar para aumentar los
niveles de glébulos rojos en mamiferos como roedores y primates, y especialmente en pacientes humanos. Algunos
antagonistas de activina-ActRIl se pueden utilizar en métodos para tratar o prevenir la anemia en un individuo que lo
necesita o en métodos para promover la formacion de glébulos rojos en un individuo. Esos métodos se pueden
emplear para tratamientos terapéuticos y profilacticos de mamiferos y especialmente de seres humanos.

Segun se usa en este documento, un agente terapéutico que "previene", un trastorno o afeccion se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la incidencia del trastorno o la afeccién en la muestra tratada
con respecto a una muestra testigo, o retrasa la apariciéon o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del trastorno
o la afeccion en relacién con la muestra testigo. El término "tratar" segin se usa en este documento incluye la
profilaxis de la afeccién mencionada o la mejoria o eliminacién de la afeccion una vez que se ha instalado. En
cualquiera de los casos, la prevencion o el tratamiento se puede discernir del diagnéstico de un médico u otro
proveedor de asistencia médica y del resultado previsto de la administracion del agente terapéutico.

Como se muestra en este documento, los antagonistas de activina-ActRlIla y los antagonistas de activina-ActRIIb se
pueden usar para aumentar los niveles de globulos rojos, hemoglobina o reticulocitos en individuos sanos y dichos
antagonistas se pueden utilizar en poblaciones de pacientes elegidas. Los ejemplos de poblaciones de pacientes
adecuadas incluyen las que tienen niveles indeseablemente bajos de glébulos rojos o hemoglobina, como los
pacientes que tienen anemia, y las que corren riesgo de presentar niveles indeseablemente bajos de glébulos rojos
o hemoglobina, como los pacientes que estan por someterse a una cirugia mayor u otros procedimientos que
pueden provocar una pérdida de sangre considerable.
Un paciente con niveles adecuados de glébulos rojos puede ser tratado con un antagonista de activina-ActRlla o un
antagonista de activina-ActRIlb para aumentar los niveles de glébulos rojos, y luego extraerle sangre y almacenarla
para el uso posterior en transfusiones sanguineas.

Los antagonistas de activina-ActRIl dados a conocer en este documento, y especialmente las proteinas ActRlla-Fc y
ActRIIb, se pueden utilizar para aumentar los niveles de glébulos rojos en pacientes con anemia. Al observar los
niveles de hemoglobina en los seres humanos, un nivel menor de lo normal para la categoria de género y edad
apropiada puede ser indicativo de anemia, aunque se toman en cuenta las variaciones individuales. Por ejemplo, un
nivel de hemoglobina de 12 g/dl se considera habitualmente el limite inferior de lo normal en la poblaciéon adulta
general. Las causas posibles pueden ser pérdida de sangre, déficits nutricionales, reaccion a medicamentos,
diversos problemas con la médula 6sea y muchas enfermedades. Mas particularmente, la anemia se ha asociado
con diversos trastornos que incluyen, por ejemplo, insuficiencia renal crénica, sindrome mielodisplasico, artritis
reumatoide y trasplante de médula 6sea. La anemia también puede estar asociada a las afecciones siguientes:
tumores solidos (por ejemplo, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de colon); tumores del sistema linfatico
(por ejemplo, leucemia linfocitica crénica, linfomas de Hodgkin y no hodgkiniano); tumores del sistema
hematopoyético (por ej. leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple); radioterapia; quimioterapia (p. €j.
regimenes que contienen platino); enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias, incluidas, pero no
exclusivamente, artritis reumatoide, otras artritis inflamatorias, lupus eritematoso sistémico (SLE), enfermedades
cutaneas agudas o cronicas (por ejemplo, psoriasis), enfermedad inflamatoria intestinal (por ejemplo, enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa); enfermedad renal aguda o cronica o insuficiencia, incluidas afecciones congénitas o
idiopaticas; enfermedad hepatica aguda o cronica; hemorragia aguda o cronica; situaciones en que la transfusion de
glébulos rojos no es posible debido a alo - o autoanticuerpos del paciente o por razones religiosas (por ejemplo,
algunos testigos de Jehova); infecciones (por ejemplo, malaria, osteomielitis); hemoglobinopatias, incluidas, por
ejemplo, anemia drepanocitica, talasemias; uso de drogas o drogadiccion, por ejemplo, uso indebido de alcohol;
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pacientes pediatricos con anemia por cualquier causa para evitar la transfusiéon; y en pacientes ancianos o en
pacientes con enfermedad cardiopulmonar subyacente con anemia que no pueden recibir transfusiones por riesgo
de sobrecarga circulatoria.

Los pacientes se pueden tratar con un régimen de dosificacion destinado a restaurar en el paciente un nivel de
hemoglobina, generalmente entre aproximadamente 10 g/dl y aproximadamente 12.5 g/dl y normalmente de
aproximadamente 11.0 g/dl (véase también Jacobs et al (2000) Nephrol Dial trasplante 15, 15-19), aunque niveles
finales mas bajos pueden causar menos efectos secundarios cardiovasculares. Alternativamente, los niveles de
hematocrito (porcentaje del volumen de una muestra de sangre ocupado por las células) se pueden usar como una
medida del estado de los glébulos rojos. Los niveles de hematocrito para individuos sanos varian de 41 a 51% para
los hombres adultos y de 35 a 45% para las mujeres adultas. Los niveles de hematocrito buscados suelen ser de
alrededor de 30 a 33%. Por otra parte, los niveles de hemoglobina/hematocrito varian de persona a persona. Por lo
tanto, en condiciones 6ptimas, el nivel buscado de hemoglobina/hematocrito puede ser individualizado para cada
paciente.

El rapido efecto sobre los niveles de glébulos rojos de los antagonistas de activina-ActRlIla dados a conocer en este
documento indica que esos agentes actuan por un mecanismo diferente del de Epo. En consecuencia, esos
antagonistas pueden ser Utiles para aumentar los niveles de glébulos rojos y de hemoglobina en pacientes que no
responden bien a Epo. Por ejemplo, un antagonista de activina-ActRlla puede ser beneficioso para un paciente en el
que la administracién de una dosis de normal a aumentada (> 300 Ul/kg/semana) de Epo no da como resultado el
aumento del nivel de hemoglobina hasta el nivel deseado. Se encuentran pacientes con una respuesta inadecuada a
Epo en todos los tipos de anemia, pero particularmente se han observado cifras mayores de no respuesta en
pacientes con cancer y pacientes con enfermedad renal en etapa final. Una respuesta a Epo inadecuada, puede ser
constitutiva (es decir, observada luego del primer tratamiento con Epo) o adquirida (por ejemplo, observada al repetir
el tratamiento con Epo).

Los antagonistas de activina-ActRIl también se pueden usar para tratar pacientes que son propensos a los efectos
adversos de Epo. Los principales efectos adversos de Epo son un aumento excesivo de los niveles de hematocrito o
hemoglobina y policitemia. Los niveles de hematocrito elevados pueden provocar hipertension (mas particularmente
agravamiento de la hipertension) y trombosis vascular. Otros efectos adversos de Epo que han sido reportados,
algunos de los cuales se relacionaban con hipertension, son cefaleas, sindrome similar a la gripe, obstruccion de
derivaciones, infartos de miocardio y convulsiones cerebrales debido a trombosis, encefalopatia hipertensiva y
aplasia de glébulos rojos (Singibarti, (1994) J. Clin Investig 72(suppl 6), S36-S43; Horl et al. (2000) Nephrol Dial
Transplant 15(suppl 4), 51-56; Delanty et al. (1997) Neurology 49, 686-689; Bunn (2002) N Engl J Med 346(7), 522-
523).

6. Composiciones farmacéuticas

Los antagonistas de activina-ActRIl (por ejemplo, polipéptidos ActRlla y ActRIlb) se pueden formular con un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, un polipéptido ActRIl se puede administrar solo o como un
componente de una formulacién farmacéutica (composicion terapéutica). Los compuestos el tema se pueden
formular para la administracién de cualquier manera conveniente para el uso en medicina humana o veterinaria.

En ciertas realizaciones, la invencion incluye la administracion de la composicién por via sistémica o local como un
implante o dispositivo. Cuando la composicién terapéutica para usar en esta invencién se administra, se encuentra,
por supuesto, en una forma fisiologicamente aceptable, apirogena. Otros agentes terapéuticamente Utiles distintos
de los antagonistas de activina-ActRIl que también pueden ser incluidos en la composiciéon como se describid antes,
se pueden administrar simultdaneamente o consecutivamente con los compuestos del tema (por ejemplo, polipéptidos
ActRlla y ActRIIb) en los métodos de la invencion.

Normalmente, los antagonistas de activina-ActRIl se administraran por via parenteral. Las composiciones
farmacéuticas adecuadas para la administracién parenteral pueden contener uno o mas polipéptidos ActRIl en
combinacién con una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones farmacéuticamente aceptables
estériles, isotdnicas, acuosas o no acuosas, o polvos estériles que pueden ser reconstituidos en soluciones o
dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes, amortiguadores del pH,
bacteriostaticos, solutos que tornan la formulacion isoténica con la sangre del destinatario, o suspendentes o
espesantes. Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las
composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares) y sus mezclas adecuadas, aceites vegetales, como aceite de oliva y ésteres organicos
inyectables, como oleato de etilo. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Ademas, la composicion se puede encapsular o inyectar en una forma para la liberacién en el lugar deseado del
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tejido (por ejemplo, médula dsea). En ciertas realizaciones, las composiciones utiles en la presente invencion
pueden incluir una matriz capaz de liberar uno o mas terapéuticos compuestos (por ejemplo, polipéptidos ActRlla o
ActRIIb) a un lugar deseado del tejido (por ejemplo, médula 6sea), proporcionando una estructura para el tejido en
desarrollo y éptimamente capaz de ser reabsorbida en el organismo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una
liberacién lenta de los polipéptidos ActRIl. Dichas matrices se pueden elaborar de materiales actualmente en uso
para otras aplicaciones médicas implantables.

La eleccién del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, las propiedades
mecanicas, el aspecto cosmético y las propiedades de la interfase. La aplicacion particular de las composiciones del
tema definira la formulacion adecuada. Las matrices posibles para las composiciones pueden ser sulfato de calcio,
fosfato tricalcico, hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros
materiales posibles son biodegradables y biolégicamente bien definidos, como hueso o colageno dérmico. Otras
matrices estan compuestas de proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras matrices posibles son
no biodegradables y quimicamente definidas, como hidroxiapatita sinterizada, biovidrio, aluminatos u otras
ceramicas. Las matrices pueden estar compuestas por combinaciones de cualquiera de los tipos anteriores de
materiales, como acido polilactico e hidroxiapatita o colageno y fosfato tricalcico. Se puede alterar la composicion de
las bioceramicas como en fosfato aluminato de calcio y procesar para modificar el tamafio del poro, el tamafio de
particula, la forma de la particula y la biodegradabilidad.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion se pueden administrar por via oral, por ejemplo, en
forma de capsulas, obleas, pildoras, comprimidos, tabletas (utilizando una base saborizada, generalmente sacarosa
y acacia o tragacanto), polvos, granulos, o como una solucioén o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, o
como una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite o como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando una
base inerte, como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia) y/o como enjuagues bucales, y analogos, cada uno con
una cantidad predeterminada de un farmaco como principio activo. Un farmaco también se puede administrar en
forma de bolo, remedio azucarado o pasta.

En las formas farmacéuticas soélidas para administracion oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), se pueden mezclar uno o mas compuestos terapéuticos de la presente invencién con uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, como citrato de sodio, fosfato dicalcico y/o cualquiera de los
siguientes: (1) rellenos o diluyentes, como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2)
aglutinantes, como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia;
(3) humectantes, como glicerol; (4) desintegrantes, como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o de
tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio; (5) retardadores de la solucién, como parafina; (6)
aceleradores de la absorcién, como compuestos de amonio cuaternario; (7) humectantes, como, por ejemplo,
alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes,
como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de
éstos; y (10) colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también
pueden incluir amortiguadores del pH. También se pueden emplear composiciones sélidas de tipo similar como
relleno de capsulas de gelatina blanda y dura, utilizando excipientes como lactosa o azucares de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral incluyen, emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas
farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes comunmente utilizados en el area, como agua u otros
solventes, solubilizantes y emulsionantes, como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de
etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla
de algoddn, mani, maiz, germen de trigo, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles
y ésteres de sorbitan de acidos grasos y sus mezclas. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales
también pueden incluir adyuvantes como humectantes, emulsionantes y suspendentes, edulcorantes, saborizantes,
colorantes, perfumes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los principios activos, pueden contener suspendentes como alcoholes isoestearilicos
etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita,
agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Las composiciones de la invencién también pueden contener adyuvantes, como conservantes, humectantes,
emulsionantes y dispersantes. Se puede prevenir la accidon de los microorganismos mediante la inclusion de varios
antibacterianos y antimicéticos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sorbico y similares. También puede
ser deseable incluir en las composiciones agentes isotdnicos, como azucares, cloruro de sodio y analogos. Ademas,
la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede lograr mediante la inclusién de agentes que
retrasen la absorcidon, como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que el régimen de dosificacion sera determinado por el médico teniendo en cuenta diversos factores
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que modifican la accién de los compuestos de la invencidon (por ejemplo, polipéptidos ActRlla y ActRIIb). Los
diversos factores incluyen, pero no exclusivamente, el recuento de glébulos rojos, el nivel de hemoglobina u otras
evaluaciones diagndsticas del paciente, el recuento de glébulos rojos de destino buscado, la edad, el género y la
dieta del paciente, la gravedad de cualquier enfermedad que pueda estar contribuyendo a un nivel deprimido de los
glébulos rojos, el tiempo de administracion y otros factores clinicos. La adicion de otros factores de crecimiento
conocidos a la composicion final también puede afectar la dosis. La evolucién se puede monitorear mediante
evaluacion periddica de los niveles de glébulos rojos y hemoglobina, asi como mediante evaluaciones de los niveles
de reticulocitos y otros indicadores del proceso hematopoyeético.

Los experimentos con primates y seres humanos han demostrado que los efectos de ActRlla-Fc sobre los niveles de
glébulos rojos son detectables cuando el compuesto se administra a intervalos y en cantidades suficientes para
alcanzar concentraciones séricas de alrededor de 100 ng/ml o mayores, durante un periodo de al menos unos 20 a
30 dias. También se puede utilizar una dosificacion para obtener niveles séricos de 200 ng/ml, 500 ng/ml, 1000
ng/ml o mayores durante un periodo de al menos 20 a 30 dias. Los efectos 6seos se pueden observar a niveles
séricos de aproximadamente 200 ng/ml, con efectos sustanciales comenzando a alrededor de 1000 ng/ml o mas,
durante un periodo de al menos aproximadamente 20 a 30 dias. Por lo tanto, si se desea para lograr efectos sobre
los globulos rojos pero con poco efecto sobre el hueso, se puede disefiar un esquema de dosificacion para
proporcionar una concentracion sérica entre alrededor de 100 y 1000 ng/ml durante un periodo de aproximadamente
20 a 30 dias. En los seres humanos, se pueden lograr niveles séricos de 200 ng/ml con una sola dosis de 0,1 mg/kg
o0 mayor y se pueden lograr niveles séricos de 1000 ng/ml con una sola dosis de 0,3 mg/kg o mayor. La vida media
sérica observada de la molécula es entre alrededor de 20 y 30 dias, sustancialmente mas larga que la mayoria de
las proteinas de fusion Fc y por lo tanto se puede lograr un nivel sérico sostenido eficaz, por ejemplo, administrando
alrededor de 0,05 a 0,5 mg/kg semanal o quincenalmente, o se pueden utilizar dosis mas altas a intervalos mas
prolongados entre administraciones. Por ejemplo, podrian utilizarse dosis de 0,1 a 1 mg/kg mensual o
bimestralmente.

En este documento se da a conocer una genoterapia para la produccion in vivo de polipéptidos ActRII. Dicha terapia
lograria su efecto terapéutico mediante la introduccién de las secuencias de polinucleétidos ActRlla o ActRIIb en
células o tejidos que tienen los trastornos mencionados antes. La administracion de secuencias de polinucleétidos
ActRIl se puede lograr usando un vector de expresion recombinante como un virus quimérico o un sistema de
dispersion coloidal. Se prefiere el uso de liposomas dirigidos para la administracion terapéutica de secuencias de
polinucleétidos ActRII.

Varios vectores virales que se pueden usar para la genoterapia que se ensefia en este documento incluyen
adenovirus, virus del herpes, vaccinia o un virus de ARN como un retrovirus. El vector retroviral puede ser un
derivado de un retrovirus aviar o murino. Los ejemplos de vectores retrovirales en los cuales se puede insertar un
solo gen foraneo incluyen, pero no exclusivamente: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus del
sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous
(VRS). Una serie de vectores retrovirales adicionales puede incorporar multiples genes. Todos esos vectores
pueden transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable para que las células transducidas puedan ser
identificadas y generadas. Los vectores retrovirales se pueden hacer especificos del objetivo uniéndoles, por
ejemplo, un azucar, un glucolipido o una proteina. La administracién dirigida preferida se logra mediante el uso de
un anticuerpo. Los expertos en el area reconoceran que se pueden insertar secuencias de polinucleétidos
especificas en el genoma retroviral o unir a una envoltura viral para permitir la administracion especifica en el
objetivo del vector retroviral que contiene el polinucleétido ActRII.

Alternativamente, las células de cultivo tisular se pueden transinfectar directamente con plasmidos que codifican los
genes estructurales retrovirales gag, pol y env, mediante transinfeccion convencional con fosfato de calcio. Luego,
esas células se transinfectan con el plasmido vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes
liberan el vector retroviral en el medio de cultivo.

Otro sistema de administracion dirigida para los polinucledtidos ActRIl es un sistema de dispersion coloidal. Los
sistemas de dispersidon coloidal incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, perlas y
sistemas a base de lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un
sistema coloidal preferido es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales, utiles como
vehiculos de administracion in vitro e in vivo. Los viriones de ARN, ADN e intactos se pueden encapsular en el
interior acuoso y administrar a las células en una forma biolégicamente activa (véase por ej., Fraley, et al., Trends
Biochem. Sci., 6:77, 1981). Los métodos para la transferencia eficiente de genes usando un vehiculo de liposomas,
son conocidos en el area, véase por ejemplo, Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988. La composicion del
liposoma es generalmente una combinacion de fosfolipidos, habitualmente en combinacién con esteroides,
especialmente colesterol. También se pueden utilizar otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de
los liposomas dependen del pH, la fuerza idnica y la presencia de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos utiles en la produccién de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo, como el
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fosfatidilglicerol, la fosfatidilcolina, la fosfatidilserina, la fosfatidiletanolamina, los esfingolipidos, los cerebrésidos y los
gangliésidos. Los fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina vy
diestearoilfosfatidilcolina. La administracién dirigida de los liposomas también es posible basandose en, por ejemplo,
la especificidad por el érgano, la especificidad por la célula y la especificidad por el organelo, como se sabe en el
area.

Ejemplos

La invencidon que se esta describiendo en general, se comprendera mas facilmente por referencia a los ejemplos
siguientes, que se incluyen solo a efectos ilustrativos de ciertas realizaciones y realizaciones de la presente
invencion, y no pretenden limitar la invencion.

Ejemplo 1: proteinas de fusion ActRlla-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusion ActRlla soluble que tiene el dominio extracelular de ActRlla

humano fusionado a un dominio Fc humano o de ratén con un conector minimo entre ellos. Los constructos se
denominan ActRlla-hFc y mFc-ActRlla, respectivamente.

A continuacién se muestra ActRIla-hFc como se purifico de lineas celulares CHO (SEC. ID N°: 7):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWEKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPK
PPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVSNKALP
VPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVEDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTOQKSLSL
SPGK

Las proteinas ActRIla-hFc y ActRIla-mFc se expresaron en lineas celulares CHO. Se consideraron tres secuencias
lideres diferentes:
(i) Melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEC. ID N°: 8)

(i) Activador tisular del plasminégeno (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEC. ID N°: 9)
(iii) Natural: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEC. ID N°: 10).

La forma seleccionada emplea al lider TPA y tiene la secuencia de aminoacidos sin procesar siguiente:
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCY
GDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKK DSPEVYFCCCEG
NMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:13)

Este polipéptido es codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente:
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ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCT
TCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTT
TTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTT
ATGOGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGG
TTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGACA
GGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGA
GGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCACACAG
CCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAG
CACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT

ATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEQ ID NO:14)

Tanto ActRlla-hFc como ActRlla-mFc fueron notablemente propensas a la expresion recombinante. Como se
muestra en la figura 1, la proteina se purific6 como un pico de proteina Unico y bien definido. La secuenciacion N-
terminal mostré una sola secuencia de ILGRSTQE (SEC. ID N°: 11). La purificacion se pudo lograr mediante una
serie de pasos de cromatografia en columna, incluidos, por ejemplo, tres o mas de los siguientes, en cualquier
orden: cromatografia en proteina A, cromatografia en sefarosa Q, cromatografia en fenilsefarosa, cromatografia de
exclusion por tamafio y cromatografia de intercambio catidnico. La purificacion se pudo completar con filtracion viral
e intercambio de solucién amortiguadora. La proteina ActRlla-hFc se purificd hasta una pureza >98% segun se
determino por cromatografia de exclusion por tamafo y > 95% segun se determiné por SDS PAGE.

ActRlla-hFc y ActRlla-mFc mostraron una alta afinidad por los ligandos, particularmente por activina A. Se
inmovilizaron GDF-11 o activina A ("ActA") en un chip CM5 de Biacore usando un procedimiento estandar de
acoplamiento de amina. Se cargaron las proteinas ActRlla-hFc y ActRlla-mFc en el sistema y se midié la union.
ActRIla-hFc se uni6 a la activina con una constante de disociacion (Kp) de 5 x 10" y la proteina se unié a GDF11
con una Kp de 9.96 x 10°. Véase figura 2 ActRIla-mFc se comporté de manera similar.

ActRlla-hFc fue muy estable en los estudios farmacocinéticos. Se administraron a ratas 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10
mg/kg de proteina ActRlla-hFc y se midieron los niveles plasmaticos de la proteina a las 24, 48, 72, 144 y 168 horas.
En un estudio aparte, se administraron a ratas 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. En las ratas, ActRlla-hFc tuvo una
vida media sérica de 11 a 14 dias y los niveles circulantes del farmaco fueron bastante altos después de dos
semanas (11 pg/ml, 110 ug/ml o 304 pg/ml para las administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg,
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respectivamente.) En monos filipinos, la vida media plasmatica fue sustancialmente mayor de 14 dias y los niveles
circulantes del farmaco fueron 25 ug/ml, 304 ug/ml o 1440 yg/ml para las administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10
mg/kg o 30 mg/kg, respectivamente.

Ejemplo 2: ActRlla-hFc aumenta los niveles de glébulos rojos en primates no humanos

El estudio empled cuatro grupos de cinco monos filipinos macho y cinco monos filipinos hembra cada uno, con tres
por sexo por grupo con una terminacion programada el dia 29 y dos por sexo por grupo con una terminacion
programada el dia 57. Cada animal recibié vehiculo (grupo I) o ActRlla-Fc a dosis de 1, 10 0 30 mg/kg (grupos 2, 3y
4, respectivamente) mediante inyeccion intravenosa (1V) los dias 1, 8, 15 y 22. El volumen de dosis se mantuvo a 3
mL/kg. Se evaluaron varias medidas de los niveles de glébulos rojos dos dias antes de la primera administracion y
los dias 15, 29 y 57 (para los restantes dos animales) después de la primera administracion.

La ActRlla-hFc causa incrementos estadisticamente significativos en la media de los parametros de los glébulos
rojos (recuento de glébulos rojos [RBC], [HGB] hemoglobina y hematocrito [HCT]) para machos y hembras, a todos
los niveles de dosis y tiempos durante todo el estudio, con elevaciones acompafantes en los recuentos de
reticulocitos absoluto y relativo (ARTC; RTC). Véanse las figuras 3 - 6.

Se calculd la significacion estadistica para cada grupo de tratamiento respecto a la media para el grupo de
tratamiento al inicio del estudio (linea de base).

Notablemente, los aumentos en los recuentos de glébulos rojos y los niveles de hemoglobina son aproximadamente
equivalentes en magnitud a los efectos reportados con eritropoyetina. La aparicion de esos efectos es mas rapida
con ActRlla-Fc que con eritropoyetina.

Se observaron resultados similares con ratas y ratones.
Ejemplo 3: ActRlla-hFc aumenta los niveles de glébulos rojos en pacientes humanos

Se administré la proteina de fusion ActRlla-hFc que se describe en el ejemplo 1 a pacientes humanos en un estudio
aleatorio, doble ciego, controlado con placebo que se realizé para evaluar, fundamentalmente, la seguridad de la
proteina en mujeres posmenopausicas, saludables. Cuarenta y ocho sujetos se distribuyeron al azar en cohortes de
6 para recibir una dosis unica de ActRlla-hFc o placebo (5 activos: 1 placebo). Los niveles de dosis variaron entre
0,01 y 3,0 mg/kg por via intravenosa (IV) y, entre 0,03 a 0,1 mg/kg por via subcutanea (SC). Todos los sujetos se
siguieron durante 120 dias. Ademas de los analisis farmacocinéticos PK), la actividad biolégica de ActRlla-hFc
también se evalud por medicién de marcadores bioquimicos de formacion y resorcion 6sea y niveles de FSH.

Para buscar posibles cambios, se examinaron en detalle los valores numéricos de hemoglobina y recuentos de
glébulos rojos para todos los sujetos en el transcurso del estudio y se compararon con los niveles al inicio. Se
compararon los recuentos de plaquetas durante el mismo tiempo que el control. No hubo cambios clinicamente
significativos de los valores iniciales en el tiempo para los recuentos de plaquetas.

El analisis farmacocinético de ActRlla-hFc mostré un perfil lineal con la dosis y una media de la vida media de
aproximadamente 25 a 32 dias. El area bajo la curva (AUC) para ActRlla-hFc se relaciono linealmente con la dosis,
y la absorcion tras la administracion SC fue esencialmente completa (véanse las figuras 7 y 8). Estos datos indican
que la via SC es un método de dosificacion deseable porque proporciona biodisponibilidad y vida media sérica
equivalentes para el farmaco, en tanto evita el pico en las concentraciones séricas del farmaco asociadas con los
primeros dias de dosificacion IV (véase figura 8). ActRlla-hFc provocd un aumento rapido, sostenido y dependiente
de la dosis en los niveles séricos de la fosfatasa alcalina especifica del hueso (BAP), que es un marcador del
crecimiento 6seo anabdlico, y una disminucion dependiente de la dosis en el telopéptido del colageno tipo 1 C-
terminal y los niveles de fosfatasa acida tartrato-resistente 5b, que son marcadores de resorcion 6sea. Otros
marcadores, como P1NP mostraron resultados no concluyentes. Los niveles de BAP mostraron efectos proximos a
la saturacion a la dosis mayor del farmaco, lo que indica que se pueden lograr efectos de la mitad del maximo en
este biomarcador éseo anabdlico a dosis de 0,3 mg/kg, con aumentos que van hasta 3 mg/kg. Calculada como una
relacion del efecto farmacodinamico para AUC para el farmaco, la CE50 es 51.465 (dia * ng/ml). Véase la figura 9.
Estos cambios en el radiomarcador éseo se mantuvieron durante aproximadamente 120 dias a los niveles de dosis
mas altos probados. También hubo una disminucién dependiente de la dosis en los niveles séricos de FSH
compatible con la inhibicién de activina.

En general hubo una muy pequefa disminucidon en la hemoglobina, no relacionada con el farmaco, durante la
primera semana del estudio probablemente relacionada con flebotomia del estudio en los grupos de 0,01 y 0,03
mg/kg de dosis ya hay sido administrada IV o SC. Los resultados de hemoglobina correspondientes a 0,1 mg/kg SC
e IV fueron estables o mostraron incrementos modestos hacia los dias 8 a 15. Al nivel de dosis de 0,3 mg/kg IV hubo
un claro aumento en los niveles de HGB visto tan pronto como el dia 2 y a menudo con un maximo en los dias 15 a
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29 que no se vio en los sujetos del placebo. En este punto del estudio, este cambio no alcanzé significacion
estadistica.

En general, ActRlla-hFc mostré un efecto dependiente de la dosis en los recuentos de gloébulos rojos y de
reticulocitos. Para un resumen de los cambios hematoldgicos, véanse las figuras 10-13.

Ejemplo 4: Proteinas ActRlla-Fc alternativas

Diversas variantes de ActRlla que se pueden utilizarse de conformidad con los métodos descritos en este
documento se describen en la solicitud de patente internacional publicada como W0O2006/012627 (véanse p. €j.,
pags. 55-58). Un constructo alternativo puede tener una delecion de la cola C terminal (los 15 aminoacidos finales
del dominio extracelular de ActRlla. A continuacion se presenta la secuencia para dicho constructo (porcion Fc

subrayada) (SEC. ID N°: 12):
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPRE

POVYTLPPSREEMTKNQVSILTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

SFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Ejemplo 5: Proteinas de fusion ActRIlb-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusiéon ActRIIb soluble que tiene el dominio extracelular de ActRIlb
humano fusionado a un dominio Fc humano. Una estructura co-cristalina de activina y ActRIlb extracelular no mostro
ningun papel para los 15 aminoacidos finales (C-terminales) (denominados la "cola" en este documento) del dominio
extracelular del ligando de unién. Esta secuencia no se pudo resolver en la estructura cristalina, lo que sugiere que
esos residuos estan presentes en un lazo flexible que no se empaco, uniformemente en el cristal. Thompson et al.
EMBO J. 2003 Apr 1;22(7):1555-66. Esta secuencia también esta poco conservada entre ActRIlb y ActRlla. En
consecuencia, estos residuos fueron omitidos en el constructo de fusion basico, o de fondo, ActRIlb-Fc. Ademas, la
posicion 64 en la forma de fondo esta ocupada por una alanina, que se considera generalmente la forma "natural”,
aunque un alelo A64R se produce naturalmente. Por lo tanto, la fusion de fondo ActRllb-Fc tiene la secuencia

porcién Fc subrayada) (SEC. ID N°: 20):
Y

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVK
KGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGGTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA

KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQP

REPOVYTIPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVILDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALENHYTOKSLSLSPGK

Sorprendentemente, se encontré que la cola C-terminal aumenta la unién de activina y GDF-11, por lo tanto una
version preferida de ActRIlb-Fc tiene una secuencia (porcion Fc subrayada) (SEC. ID N°% 21):

SGRGEAETRECTYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVK
KGCWLDDFNCYD RQECVATEENPQWFCCCEGNFCNER FTHLPEAGGPEVTYEPPP
TAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVITVLHQOWLNGKEYKCKVSNKA
LPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTEKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKST

SLSPGK
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Diversas variantes de ActRIIb que se pueden usar de acuerdo con los métodos descritos en este documento se
describen en la solicitud de patente internacional publicada como W02006/012627 (véanse por ejemplo, pp. 59-60).

Ejemplo 6: ActRllb-hFc estimula la eritropoyesis en primates no humanos

Se administré ActRIlb-hFc (IgG1) una vez por semana durante 1 mes a monos filipinos machos y hembras mediante
inyeccion subcutanea. Cuarenta y ocho monos filipinos (24/sexo) fueron asignados a uno de los cuatro grupos de
tratamiento (6 animales/sexo/grupo) y se les administraron inyecciones subcutaneas de vehiculo o ActRIlb-hFc a
dosis de 3, 10 0 30 mg/kg una vez por semana durante 4 semanas (un total de 5 dosis). Los parametros evaluados
incluyeron pruebas analiticas generales (hematologia, bioquimica clinica, coagulacion y analisis de orina). ActRIlb-
hFc caus6 una media absoluta elevada, estadisticamente significativa, de los valores de reticulocitos hacia el dia 15
en los animales tratados. Hacia el dia 36, ActRllb-hFc causd varios cambios hematolégicos, como una media
absoluta elevada de los valores de reticulocitos y los valores de ancho de distribucidon de los glébulos rojos, y una
media de la concentracion de hemoglobina corpuscular menor. Todos los grupos tratados y ambos sexos fueron
afectados.

Esos efectos son compatibles con un efecto positivo de ActRIIb-hFc en la liberacién de reticulocitos inmaduros de la
médula 6sea. Este efecto se revirtié luego del periodo de reposo farmacoldgico de los animales tratados (hacia el
dia 56 del estudio). En consecuencia, concluimos quet ActRIIb-hFc estimula la eritropoyesis.

Si bien se han discutido realizaciones especificas del tema, la especificacion anterior es ilustrativa y no restrictiva.
Muchas variaciones se tornaran evidentes para los expertos en el area después de revisar esta especificacion y las
reivindicaciones siguientes. El alcance total de la invencién se debe determinar por referencia a las reivindicaciones
y la especificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un antagonista de activina-ActRIl para usar en el tratamiento o la prevencion de la anemia en un paciente
humano que lo necesita, donde el antagonista de activina-ActRIl es un polipéptido compuesto por una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:
a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC ID N°: 2;
b) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 3 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC. ID N°:3;
c) un polipéptido que contiene al menos 50 aminoacidos consecutivos seleccionados de SEC. ID N°: 2;
d) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 16 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC. ID N°: 16;
e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 17 o una secuencia de aminoacidos al menos 90% o 95%
idéntica a SEC. ID N°: 17;
f) un polipéptido que contiene al menos 50 aminoacidos consecutivos seleccionados de SEC. ID N°: 16;
g) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 7 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 7;
h) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 12 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 12;
i) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 20 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 20; y
j) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 21 o secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a SEC.
ID N°: 21.

2. El antagonista para usar de conformidad con la reivindicacion 1, donde dicho polipéptido antagonista de activina-
ActRIl es una proteina de fusion que incluye, ademas del dicho polipéptido antagonista de activina-ActRIl, una o mas
porciones de polipéptido que mejoran una o mas de las siguientes: la estabilidad in vivo, la vida media in vivo, la
absorcién/administraciéon, la localizacion o distribucion tisular, la formacién de complejos proteinicos, y/o la
purificacion.

3. El antagonista para usar de conformidad con la reivindicacién 2, donde dicha proteina de fusién incluye una
porcién de polipéptido seleccionada del grupo que consiste en: un dominio Fc de inmunoglobulina y una albimina
sérica.

4. El antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho
polipéptido antagonista de activina o ActRIl incluye uno o mas de residuos de aminoacidos modificados
seleccionados entre: un aminoacido glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido farnesilado, un
aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a una porcion lipidica, tiene aminoacido
conjugado a un agente de derivatizacion organico.

5. EIl antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la anemia
esta asociada a mieloma multiple.

6. El antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la anemia esta
asociada a enfermedad renal crénica en el paciente.

7. El antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la anemia esta
asociada a quimioterapia antineoplasica del paciente.

8. El antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la anemia esta
asociada a sindrome mielodisplasico.

9. El antagonista para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la anemia esta
asociada a una talasemia.

10. Un método para identificar un farmaco que aumente los niveles de glébulos rojos, donde el método comprende:
a) poner en contacto un farmaco de interés con un polipéptido ActRII aislado que es normalmente capaz de
unirse a activina;

b) agregar una composicién que contenga activina;
c) cuantificar la eficacia del farmaco para inhibir la formacion de complejos entre el polipéptido Actll y activina;

y
d) evaluar el efecto del farmaco sobre los niveles de glébulos rojos en un animal.

11. Una proteina de fusién ActRII-Fc para usar en el tratamiento o la prevencién de la anemia en un paciente
30
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humano que lo necesita, donde la proteina de fusién ActRII-Fc contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en:
a) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 3 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 3,
b) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°2 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 2,
c) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:7 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% o
95% idéntica a SEC. ID N°: 7,
d) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 12 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 12;
e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 17 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 17,
e) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N° 16 o una secuencia que es al menos 90% o 95% idéntica a
SEC. ID N°: 16,
f) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:20 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 20,y
g) la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:21 o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a
SEC. ID N°: 21.

12. La proteina para usar de conformidad con la reivindicacion 11, que causa menos de 15% de aumento en la masa
del musculo esquelético del paciente.

13. La proteina para usar de conformidad con la reivindicacion 11 o la reivindicaciéon 12, que es administrada con el
fin de alcanzar una concentracion sérica en el paciente de al menos 100 ng/ml durante un periodo de
aproximadamente 20 a 30 dias.

14. La proteina para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que es administrada con el
fin de alcanzar una concentracion sérica en el paciente en el rango de 100 ng/ml a 1000 ng/ml.

15. La proteina para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, que tiene una vida media
sérica entre 15y 30 dias.

16. La proteina para para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, destinada a ser
administrada al paciente con una frecuencia no mayor de una vez por semana.

17. La proteina para usar de conformidad con la reivindicacién 16, destinada a ser administrada al paciente con una
frecuencia no mayor de una vez por mes.
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