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DESCRIPCION
Variantes derivadas de ActRIIB y sus usos
Antecedentes de la invencion

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene diversos factores de crecimiento
que comparten elementos de secuencia y motivos estructurales comunes. Se sabe que esas proteinas ejercen
efectos bioldgicos sobre una gran variedad de tipos de células tanto en vertebrados como invertebrados. Los
miembros de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacién del
patron y en 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/BMP 10, cuyos
miembros tienen efectos diversos, a menudo complementarios. Manipulando la actividad de un miembro de la familia
TGF-beta, a menudo es posible causar cambios fisioldgicos significativos en un organismo. Por ejemplo, las razas
de ganado piamontés y belga azul tienen una mutacién de pérdida de la funcién en el gen GDF8 (también
denominado miostatina) que provoca un notable 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 un incremento de la masa muscular y
segun se dice, una fuerza excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350:2682-8.

Se pueden lograr cargas en musculo, hueso, cartilago y otros tejidos agonizando o antagonizando la sefalizacion
que es mediada por un miembro apropiado de la familia TGF-beta. Por lo tanto, existe la necesidad de agentes que
actuen como reguladores potentes de la sefializacion de TGF-beta.

Resumen de la invencion

En un aspecto, la presente invencion proporciona una variante de la proteina ActRIIB que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 90% idéntica a los aminoacidos 29 a 109 de SEC. ID N° 2, en la cual la proteina
comprende un aminoacido acido en la posicion correspondiente a la posicion 79 de SEC. ID N°: 2.

Las caracteristicas preferidas de la variante de la proteina ActRIIB de la invencién se exponen en las
reivindicaciones dependientes de este documento.

Dichos polipéptidos ActRIIB se pueden usar para el tratamiento de diversos trastornos o afecciones, en particular,
trastornos musculares y neuromusculares (por ejemplo, distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y
atrofia muscular), y atrofia muscular progresiva asociada a la edad (sarcopenia), terapia de cancer de prostata y
caquexia del cancer. La invencion proporciona un conjunto de variantes derivadas de ActRIIB que tienen una
afinidad por activina muy disminuida aunque mantienen la unién a GDF11. Estas variantes producen efectos
deseables sobre el musculo reduciendo simultaneamente los efectos sobre otros tejidos.

En otro aspecto, la invencion proporciona una preparacion farmacéutica que comprende la variante de la proteina
ActRIIB de la invencion. Opcionalmente, la variante de la proteina ActRIIB se une a un ligando de ActRIIB con una
Kd menor de 10 micromolar o menor de 1 micromolar, 100, 10 o 1 nanomolar. Opcionalmente, la variante de la
proteina ActRIIB inhibe la sefalizacién de ActRIIB, como los eventos de transduccion de sefal intracelular activados
por un ligando de ActRIIB. Una variante de la proteina ActRIIB de la invencion incluye una o mas alteraciones
adicionales en la secuencia de aminoacidos (por ejemplo, en el dominio de unién al ligando) en relacién con un
polipéptido ACTRIIB de origen natural. La alteracion en la secuencia de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la
glucosilacién del polipéptido cuando se produce en un mamifero, insecto u otra célula eucariota o alterar la escision
proteolitica del polipéptido en relacion con el polipéptido ActRIIB de origen natural. Una variante de la proteina
ActRIIB puede ser una proteina de fusion que tenga, como un dominio, una proteina ActRIIB y uno o mas dominios
adicionales que proporcionen una propiedad deseable, como mejor farmacocinética, purificacion mas facil,
administracion dirigida a tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusién puede mejorar
una o mas de: la estabilidad in vivo, la vida media in vivo, la absorcién/ administracion, la localizacién o distribucion
en el tejido, la formacion de complejos proteicos, la multimerizaciéon de la proteina de fusion y/o la purificaciéon. Una
variante de la proteina de fusién de ActRIIB puede incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (natural o mutante) o
una seroalbumina. En ciertas realizaciones, una fusién ActRIIB-Fc comprende un conector relativamente
desestructurado colocado entre el dominio Fc y el dominio extracelular de ActRIIB. Este conector desestructurado
puede corresponder a la region desestructurada de aproximadamente 15 aminoacidos en el extremo C-terminal del
dominio extracelular de ActRIIB (la "cola"), o puede ser una secuencia artificial entre 5 y 15, 20, 30, 50 o mas
aminoacidos que estan relativamente exentos de estructura secundaria. Un conector puede ser rico en residuos de
glicina y prolina y puede, por ejemplo, contener secuencias repetidas de treonina/serina y glicinas (por ejemplo,
repeticiones TG4 0 SG4). Una proteina de fusion puede incluir una subsecuencia de purificaciéon, como un epitopo
marcador, un marcador FLAG, una secuencia de polihistidina y una fusién GST. Opcionalmente, un polipéptido
ActRIIB soluble incluye uno o mas residuos de aminoacidos modificados elegidos entre: un aminoacido glucosilado,
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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
use para tratar un trastorno asociado a ActRIIB. Preferentemente, una preparacién farmacéutica es sustancialmente
apirégena. En general, es preferible que una proteina ActRIIB se exprese en una linea celular de mamiferos que
medie adecuadamente la glucosilacion natural de la proteina ACTRIIB 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 vectores de expresion de mamiferos comunes sean utiles.

En este documento se dan a conocer productos farmacéuticos envasados que comprenden la preparacion
farmacéutica descrita aqui y rotulada para usar en la promocion del crecimiento de un tejido o en la disminucién o la
prevencién de la pérdida de un tejido en un humano. Los ejemplos de tejidos incluyen hueso, cartilago, musculo,
grasa y tejido neuronal.

La invencion proporciona variantes de las proteinas ActRIIB que comprenden un dominio de union al ligando
alterado (por ejemplo, union a GDF8). Dichos dominios de unién al ligando alterados de un receptor ActRIIB
comprenden un aminoacido acido en la posiciéon 79 y ademas pueden comprender una 0 mas mutaciones en
residuos de aminoacidos como E37, E39, R40, K55, R56, Y60, A64, K74, W78, D80, F82 y F101 de ActRIIB
humana. (La numeracion es con respecto a SEC. ID N°: 2). Opcionalmente, el dominio de unién al ligando alterado
puede tener mayor selectividad por un ligando como GDF8/GDF11 en relacién con un dominio de unién al ligando
natural de un receptor ActRIIB. A titulo ilustrativo, en este documento se demuestra que estas mutaciones aumentan
la selectividad del dominio de unién al ligando alterado por GDF11 (y por lo tanto, presumiblemente, GDF8) en
relacion con activina (presentada con respecto a ActRIIB): K74Y, K74F, K741 y D80I. Las mutaciones siguientes
tienen el efecto inverso, aumentan la relaciéon de unién a activina en relacion con GDF11: D54A, K55A, L79A y
F82A. La actividad de unién total (GDF11 y activina) se puede aumentar por inclusion de la regién "cola" o,
presumiblemente, una region conectora desestructurada, y también mediante el uso de una mutacién K74A. Otras
mutaciones que causaron una disminucién general en la afinidad de unién al ligando, incluyen: R40A, E37A, R56A,
W78A, D80K, D80R, D80A, D80G, D80F, D80M y D80ON. Las mutaciones se pueden combinar para obtener los
efectos deseados. Por ejemplo, muchas de las mutaciones que afectan la relacion de union a GDF11:activina tienen
un efecto general negativo sobre la unién al ligando, y por lo tanto, éstas se pueden combinar con mutaciones que
generalmente aumentan la unién al ligando para producir una mejor proteina de unién con selectividad por el
ligando.

Opcionalmente, el dominio de unién al ligando alterado inhibe a GDFB/GDF11 con una Clso al menos 2, 5, 10, o
incluso 100 veces menor que la Clsg para inhibir a activina. Estos polipéptidos ActRIIB solubles pueden ser proteinas
de fusion que incluya un dominio Fc de inmunoglobulina (natural o mutante). En ciertos casos, los polipéptidos
ActRIIB solubles en cuestion son antagonistas (inhibidores) de GDFB/GDF11.

Se consideran otras variantes de ActRIIB, como las siguientes. Una variante de la proteina de fusion de ActRIIB que
comprende una porcién derivada de la secuencia de ActRIIB de SEC. ID N°: 2 y una segunda porcién de polipéptido,
donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos
21-29 de SEC. ID N° 2 (opcionalmente comienza en 22-25 de SEC. ID N° 2) y termina en cualquiera de los
aminoacidos 109-134 de SEC. ID N°: 2. La porcion derivada de ActRIIB puede corresponder a (a) una secuencia que
comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEC. ID N°: 2 (opcionalmente comienza en 22-25 de SEC. ID
N°: 2) y termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de SEC. ID N°: 2; (b) una secuencia que comienza en
cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEC. ID N° 2 (opcionalmente comienza en 22-25 de SEC. ID N° 2) y
termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de SEC. ID N°: 2; (c) una secuencia que comienza en cualquiera
de los aminoacidos 21-24 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 109-134 de SEC. ID N°: 2;
(d) una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera
de los aminoacidos 118-133 de SEC. ID N°: 2; (e) una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos
21-24 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 118-134 de SEC. ID N°: 2; (f) una secuencia que
comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 128-
133 de SEC. ID N°: 2; (g) una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEC. ID N°: 2 y
termina en cualquiera de los aminoacidos 128-133 de SEC. ID N°: 2; (h) una secuencia que comienza en cualquiera
de los aminoacidos 21-29 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 118-134 de SEC. ID N°: 2; (i)
una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEC. ID N° 2 y termina en cualquiera de
los aminoacidos 118-133 de SEC. ID N°: 2; (j) una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 21-29
de SEC. ID N° 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 128-134 de SEC. ID N° 2; (k) una secuencia que
comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEC. ID N°: 2 y termina en cualquiera de los aminoacidos 128-
133 de SEC. ID N°: 2. Sorprendentemente, los constructos que comienzan en 22-25 de SEC. ID N°: 2 tienen niveles
de actividad mayores que las proteinas que tienen el dominio extracelular completo de ActRIIB humana. Cualquiera
de las variantes anteriores de la proteina de fusién de ActRIIB se puede producir como un homodimero. Cualquiera
de las proteinas de fusion de ActRIIB anteriores puede tener una porcidon heteréloga que comprenda una region
constante de una cadena pesada de IgG, como un dominio Fc.
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Una variante de la proteina ActRIIB de la invencion puede tener un R o K en la posiciéon correspondiente a 64 de
SEC. ID N° 2. Se puede colocar al menos una alteraciéon con respecto a la secuencia de SEC. ID N°: 2 fuera del
bolsillo de unién al ligando, una alteraciéon conservadora dentro del bolsillo de unién al ligando, una alteracién en una
de las posiciones elegidas del grupo que consiste en K74, R40, Q53, K55 y F82. La variante de la proteina ActRIIB
puede comprender al menos una secuencia N-X-SIT en una posicion diferente de una secuencia N-X-SFT enddgena
de ActRIIB y en una posicion fuera del bolsillo de unién al ligando.

La variante de la proteina ActRIIB puede comprender un N en la posicién correspondiente a la posicion 24 de SEC.
ID N°% 2 yun S o T en la posiciéon correspondiente a la posicion 26 del SEC. ID N° 2. La variante de la proteina
ActRIIB puede ser una proteina de fusion que comprenda ademas una porcién heteréloga. Cualquiera de las
variantes anteriores de las proteinas de fusién de ActRIIB se puede producir como un homodimero.

Cualquiera de las proteinas de fusiéon de ActRIIB anteriores puede tener una porcién heteréloga que comprenda una
region constante de una cadena pesada de IgG, como un dominio Fc.

En este documento se dan a conocer acidos nucleicos que codifican un polipéptido ActRIIB soluble, que no codifican
un polipéptido ActRIIB completo. Un polinucledtido aislado puede constar de una secuencia codificante de un
polipéptido ActRIIB soluble, como el descrito antes. Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede incluir una
secuencia que codifica un dominio extracelular (por ejemplo, dominio de unién al ligando) de un ActRIIB y una
secuencia que codificaria parte o todo el dominio transmembrana y/o el dominio citoplasmatico de un ActRIIB, pero
de un codon de parada colocado dentro del dominio transmembrana o el dominio citoplasmatico, o colocado entre el
dominio extracelular y el dominio transmembrana o citoplasmatico. Por ejemplo, un polinucleétido aislado puede
comprender una secuencia del polinucledtido ACTRIIB de longitud normal como SEC. ID N° 4 o una version
parcialmente truncada, dicho polinucleétido aislado puede comprender ademas un cordon de terminacion de la
transcripcion al menos seiscientos nucleétidos antes del extremo 3'-terminal o de lo contrario colocado de modo que
la traduccion del polinucleétido dé lugar a un dominio extracelular opcionalmente fusionado a una porcién truncada
de un ActRIIB de longitud normal. Los acidos nucleicos dados a conocer en este documento estan unidos
operativamente a un promotor para la expresion, y la divulgaciéon proporciona células transformadas con dichos
polinucleétidos recombinantes. Preferentemente la célula es una célula de mamifero como una célula CHO.

También se dan a conocer en este documento métodos para preparar un polipéptido ActRIIB soluble. Dicho método
puede incluir la expresion de cualquiera de los acidos nucleicos (por ejemplo, SEC. ID N° 3) dados a conocer en
este documento en una célula adecuada, como la linea celular de ovario de hamster chino (CHO). Dicho método
puede comprender: a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido ActRIIB
soluble, donde dicha célula se transforma con un constructo de expresion de ActRIIB soluble; y b) recuperar el
polipéptido ActRIIB soluble asi expresado. Los polipéptidos ActRIIB solubles se pueden recuperar como fracciones
crudas, parcialmente purificadas o muy purificadas empleando cualquiera de las técnicas bien conocidas para
obtener proteinas a partir de cultivos celulares.

Se puede utilizar un polipéptido ActRIIB soluble dado a conocer en este documento en un método para tratar a un
sujeto que padece un trastorno asociado a pérdida muscular o crecimiento muscular insuficiente. Dichos trastornos
incluyen atrofia muscular, distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y un trastorno de atrofia muscular
progresiva (por ejemplo, caquexia, anorexia, sindrome DMD, sindrome BMD, sindrome consuntivo por SIDA,
distrofias musculares, enfermedades neuromusculares, enfermedades de la neurona motora, enfermedades de la
sinapsis neuromuscular y miopatias inflamatorias). Un método puede comprender la administraciéon a un sujeto que
lo necesita de una cantidad eficaz de un polipéptido ActRIIB soluble.

Se puede emplear un polipéptido ActRIIB soluble dado conocer en este documento en un método para disminuir el
contenido de grasa corporal o reducir la velocidad de aumento del contenido de grasa corporal, y para tratar un
trastorno asociado con el aumento indeseable de peso corporal, como la obesidad, diabetes mellitus no dependiente
de insulina (NIDDM), enfermedades cardiovasculares, cancer, hipertension, osteoartritis, accidente cerebrovascular,
problemas respiratorios y enfermedades de la vesicula biliar. Estos métodos pueden comprender administrar a un
sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un polipéptido ActRIIB soluble.

Se puede utilizar un polipéptido ActRIIB soluble dado a conocer en este documento en un método para tratar un
trastorno asociado a una actividad anémala de GDF8. Estos trastornos incluyen enfermedades metabdlicas como
diabetes tipo 2, deterioro de la tolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico (por ej., sindrome X) y resistencia a la
insulina inducida por traumatismo (por ejemplo, quemaduras o desequilibrio de nitrégeno); trastornos del tejido
adiposo (por ejemplo, obesidad); distrofia muscular (incluida la distrofia muscular de Duchenne); esclerosis lateral
amiotrofica (ALS); atrofia muscular; atrofia de un 6rgano; debilidad; sindrome del tunel carpiano; enfermedad
pulmonar obstructiva congestiva; sarcopenia, caquexia y otro sindromes de atrofia muscular progresiva;
osteoporosis; osteoporosis inducida por glucocorticoides; osteopenia; osteoartritis; fracturas relacionadas con
osteoporosis; baja masa 6sea debida a tratamiento cronico con glucocorticoides, insuficiencia gonadal prematura,
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supresion de andrégenos, deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales y
anorexia nerviosa. El método puede comprender la administracién a un sujeto que lo necesita de una cantidad eficaz
de un polipéptido ActRIIB soluble.

En este documento se da a conocer un método para identificar un agente que estimule el crecimiento de un tejido
como hueso, cartilago, musculo y grasa. El método comprende: a) identificar un agente de prueba que se una a un
dominio de union al ligando de un polipéptido ActRIIB, competitivamente con un polipéptido ActRIIB soluble; y b)
evaluar el efecto del agente sobre el crecimiento del tejido.

También se dan a conocer en este documento métodos para antagonizar la actividad de un polipéptido ActRIIB o de
un ligando de ActRIIB (por ejemplo, GDF8, GDF11, activina, BMP7 y Nodal) en una célula. Los métodos
comprenden poner en contacto la célula con un polipéptido ActRIIB soluble. Opcionalmente, la actividad del
polipéptido ActRIIB o del ligando de ActRIIB es controlada por una transduccion de la sefializacion mediada por el
complejo ActRIIB/ligando de ActRIIB, por ejemplo, mediante el control de la proliferacion celular. Las células de los
métodos incluyen un osteoblasto, un condrocito, un miocito, un adiposito y una célula muscular.

También se dan a conocer usos de un polipéptido ActRIIB soluble para la elaborar un medicamento destinado al
tratamiento de un trastorno o afeccién como los descritos en este documento.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una secuencia del polipéptido ActRIIB soluble (extracelular) humano (SEC. ID N°: 1). El
extremo C-terminal la "cola" esta subrayado.

La figura 2 muestra la secuencia de la proteina precursora de ActRIIB humano (SEC. ID N°: 2). El péptido sefal
esta subrayado; el dominio extracelular esta en negrita (también denominado SEC. ID N°: 1); y los posibles
sitios de glucosilacién unidos por N estan recuadrados.

La figura 3 muestra una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido ActRIIB soluble (extracelular)
humano, designado como SEC. ID N°: 3.

La figura 4 muestra una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina precursora de ActRIIB humano,
designado como SEC. ID N°: 4.

La figura 5 muestra aumentos de peso corporal para ratones tratados con vehiculo (diamantes), ActRIIB(R64
20-134)-mFc (cuadrados) o la forma de vida media larga, ActRIIB (R64 A24N 20-134) (triangulos).

La figura 6 muestra el peso de los musculos disecados al final del estudio. Vehiculo: columna izquierda
(sombreado ligero) de cada agrupamiento; ActRIIB(R64 20-134)-mFc: columna del medio (sombreado
mediano) de cada agrupamiento; ActRIIB (R64 A24N 20-134): columna de la derecha (sombreado oscuro) de
cada agrupamiento.

La figura 7 muestra medidas de fuerza de agarre para ratones SOD tratados con PBS y ActRIIB murina (R64
K74A 20-134)-mFc (o "K74A + 15 cola") (barras blanca y negra, respectivamente). La figura ilustra la mayor
fuerza del grupo tratado con ActRIIB murina (R64 K74A 20-134)-mFc en comparacién con el grupo tratado con
PBS durante las etapas temprana (dia 117) y tardia (dia 149) de la enfermedad. * P<0.05, prueba t de Student
bilateral.

La figura 8 muestra la comparacion de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones SOD tratados con PBS y
ActRIIB (R64 K74A 20-134)-mFc en (lineas blanca y negra, respectivamente). La cohorte tratada con ActRIIB
(R64 K74A 20-134)- mFc tiene mayor nimero promedio de dias de supervivencia en comparacion con el grupo
del PBS.

La figura 9 muestra el porcentaje de cambio en la composicion corporal en ratones alimentados con dieta rica
en contenido de grasas (HFD) tratados con PBS y ActRIIB(R64 20-134)-mFc (barras blanca y negra,
respectivamente). El tratamiento con la proteina ActRIIB murina (R64 20-134)-Fc reduce significativamente la
masa de grasa y aumenta el tejido magro.

La figura 10 muestra un corte transversal del musculo femoral (aumento 4x) de ratones viejos (A) o ratones
viejos tratados con ActRIIB(R64 20-134)-mFc (B).

La figura 11 muestra la media de los pesos corporales para los ratones en un experimento de caquexia del
cancer utilizando células de cancer de colon CT26. Diamantes: animales sin tumor tratados con solucion salina;
cuadrados: ratones sin tumor tratados con ActRIIB(R64 20-134)-mFc; triangulos: ratones con tumor tratados
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con solucién salina; "x": ratones con tumor tratados con ActRIIB(R64 20-134)-mFc (10 mg/kg; "*": ratones con
tumor tratados con ActRIIB(R64 20-134)-mFc (30 mg/kg); circulo: ratones con tumor tratados con ActRIIB(R64
20-134)-mFc (10 mg/kg), tratamiento iniciado en el momento del implante del tumor para una modalidad
preventiva.

La figura 12 muestra una alineacion de ActRIIA y ActRIIB humanos con los residuos que se deducen en el
presente documento, basandose en el analisis de compuestos de multiples estructuras cristalinas de ActRIIB y
ActRIIA para contactar directamente al ligando (el bolsillo de unién al ligando) indicado con recuadros.

La figura 13 muestra una alineacién mudltiple de secuencias de proteinas ActRIIB de varios vertebrados y
ActRIIA humana.

Descripcion detallada
1. Vision general

La presente invencion se refiere en general a los polipéptidos ActRIIB. Segun se usa en este documento, el término
"ActRIIB" se refiere a la familia de las proteinas que son receptores de activina tipo |IB (ActRIIB) y las proteinas
relacionadas con ActRIIB derivadas de cualquier especie. Los miembros de la familia de ActRIIB 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 cinasa.
Las secuencias de aminoacidos de la proteina precursora de ActRIIA humano (proporcionada para comparacion) y
la proteina precursora de ActRIIB se ilustran en la figura 1 (SEC. ID N° 1) y la figura 2 (SEC. ID N°: 2),
respectivamente.

La expresion "polipéptido ActRIIB" se usa para referirse a polipéptidos que consisten en cualquier polipéptido de
origen natural de un miembro de la familia de ActRIIB, asi como sus variantes (que incluyen mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas) que mantengan una actividad util. Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIB
incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier *ActRIIB conocido que tenga una secuencia al menos
80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRIIB y preferentemente al menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o
mas de identidad.

En una realizacion especifica, la invencién se refiere a ciertos polipéptidos ActRIIB solubles. Segun se describe en
este documento, la expresion "polipéptido ActRIIB soluble" se refiere generalmente a polipéptidos que consisten en
un dominio extracelular de una proteina ActRIIB. La expresion "polipéptido ActRIIB soluble" segun se usa en este
documento, incluye cualquier dominio extracelular de origen natural de una proteina ActRIIB, asi como cualquiera de
sus variantes (que incluyen mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas) que mantenga una actividad util. Por
ejemplo, el dominio extracelular de una proteina ActRIIB se une a un ligando y es generalmente soluble. Ejemplos
de polipéptidos ActRIIB solubles incluyen los polipéptidos ActRIIB solubles ilustrados en la figura 1 (SEC. ID N°: 1).
Otros ejemplos de polipéptidos ActRIIB solubles comprenden una secuencia de sefial ademas del dominio
extracelular de una proteina ActRIIB, véase Ejemplo 1. La secuencia de sefial puede ser una secuencia de sefal
nativa de un ActRIIB, o una secuencia de sefal de otra proteina, como una secuencia de sefal del activador del
plasminoégeno tisular (TPA) o una secuencia de sefial de melitina de miel de abeja (HBM).

Las sefales de TGF-3 son mediadas por complejos heteroméricos de receptores de serina/treonina cinasa tipo | y
tipo I, los cuales fosforilan y activan en direccion 3' las proteinas Smad luego de la estimulaciéon 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 region rica en cisteina, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico con especificidad prevista 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 |. Los receptores de activina tipo | y Il forman un complejo estable luego de la unién al ligando, que
da lugar a la fosforilacion de los receptores tipo | por los receptores tipo II.

Se identificaron dos receptores tipo Il relacionados, ActRIIA y ActRIIB, 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, ActRTIA y
ActRIIB pueden interaccionar bioquimicamente con varias otras proteinas de la familia de TGF-3, como 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). Los
solicitantes encontraron que las proteinas de fusion ActRIIA-Fc solubles y las proteinas de fusion ActRIIB-Fc tienen
efectos sustancialmente diferentes in vivo, donde ActRIIA-Fc tiene efectos principalmente sobre el hueso y ActRIIB-
Fc tiene efectos principalmente sobre el musculo esquelético.

Los polipéptidos ActRIIB se pueden utilizar para antagonizar un ligando de los receptores ActRIIB (también
denominado un ligando de ActRIIB). Por lo tanto, dichos polipéptidos son utiles para tratar trastornos asociados a
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una actividad anémala de uno o mas ligandos de los receptores ActRIIB. Los ejemplos de ligandos de los receptores
ActRIIB incluyen algunos de los miembros de la familia de TGF-$ como activina, Nodal, GDF8, GDF11; y BMP7.

Las activinas son factores de crecimiento, polipéptidos diméricos, y pertenecen a la familia de TGF-beta. Existen tres
activinas (A, B y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades {3 estrechamente relacionadas (BaBa, BsBs ¥
BaBs). En la superfamilia de TGF-beta, las activinas son factores unicos y multifuncionales que pueden estimular la
produccién hormonal en células de ovarios y de placenta, ayudan a la supervivencia celular neuronal, influyen
positivamente 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 (EDF) aislado de las células de leucemia monocitica humanas
estimuladas resulté ser idéntico a activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85:2434). Se sugirié que la activina A actua
como un regulador natural de la eritropoyesis en la médula 6sea. En varios tejidos, la sefializaciéon de activina es
antagonizada por su heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacién de la hormona
estimulante del foliculo (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 con folistatina (FSRP), la az-macroglobulina,
Cerberus y endoglina, que se describen a continuacion.

Las proteinas Nodal tienen funciones en la induccién y formaciéon del mesodermo y endodermo, asi como en la
organizacion posterior de estructuras axiales como el corazén y el estbmago en la embriogénesis temprana. Se
demostré que el tejido dorsal en un embrion de vertebrado en desarrollo contribuye predominantemente a las
estructuras axiales de la notocorda y la placa precordal mientras recluta las células circundantes para formar
estructuras embrionarias no axiales. Nodal parece sefializar tanto a través de los receptores tipo | como tipo Il y los
efectores intracelulares conocidos como proteinas Smad. Estudios recientes respaldan la idea de que ActRIIA y
ActRIIB sirven como receptores tipo Il para Nodal (Sakuma et al., Genes Cells. 2002, 7:401-12). Se sugiere que los
ligandos de Nodal interaccionan con sus cofactores (por e;j., cripto) para activar los receptores de activina tipo | y tipo
I, que fosforilan a Smad2. Las proteinas Nodal estan implicadas en muchos eventos fundamentales para el embrion
de vertebrado temprano, como la formaciéon del mesodermo, la formacién del patron anterior y la especificacion del
eje de izquierda a derecha. La evidencia experimental ha demostrado que la sefalizacién de Nodal activa a pAR3-
Lux, una luciferasa reportero de que se demostrd previamente que responde especificamente a activina y TGF-beta.
Sin embargo, Nodal es incapaz de inducir a pTIx2-Lux, un reportero especialmente sensible a las proteinas
morfogenéticas del hueso. Los resultados recientes proporcionan una evidencia bioquimica directa de que la
sefalizacion de Nodal es mediada por ambas Smad de la via activina-TGF-beta, Smad2 y Smad3. Evidencia
posterior ha demostrado que la proteina cripto extracelular es necesaria para la sefalizacion de Nodal, lo que la
diferencia de la sefalizacion de activina o de TGF-beta.

El factor de crecimiento y diferenciacion -8 (GDF8) también se conoce como miostatina. GDF8 es un regulador
negativo de la masa del musculo esquelético. GDF8 se expresa en gran medida en el musculo esquelético adulto y
en desarrollo. La mutacion anuladora GDF8 en ratones transgénicos se caracteriza por una marcada hipertrofia e
hiperplasia del musculo esquelético (McPherron et al., Nature, 1997, 387:83-90). Aumentos similares en la masa del
musculo esquelético son evidentes en mutaciones de origen natural de GDF8 en el ganado (Ashmore et al., 1974,
Growth, 38:501-507; Swatland y Kieffer, J. Anim. Sci., 1994, 38:752-757; McPherron y Lee, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1997, 94:12457-12461; y Kambadur et al., Genome Res., 1997, 7:910-915) y, sorprendentemente, en los seres
humanos (Schuelke et al., N Engl J Med 2004;350:2682-8). Los estudios también han demostrado que la atrofia
muscular progresiva asociada a infecciones por el VIH en los seres humanos es acomparfiada por el aumento de la
expresion de la proteina GDF8 (Gonzalez-Cadavid et al., PNAS, 1998, 95:14938-43). Ademas, GDF8 puede modular
la produccién de enzimas especificas del musculo (por ej., creatina cinasa) y modular la proliferacion celular de
mioblastos (WO 00/43781). El propéptido GDF8 se puede unir no covalentemente al dimero del dominio de GDF8
maduro, inactivando su actividad biolégica (Miyazono et al. (1988) J. Biol. Chem., 263:6407-6415; Wakefield et al.
(1988) J. Biol. Chem., 263; 7646-7654; y Brown et al. (1990) Growth Factors, 3:35-43). Otras proteinas que se unen
a GDF8 o proteinas estructuralmente relacionadas e inhiben su actividad biolégica, incluyen folistatina y
potencialmente proteinas relacionadas con folistatina (Gamer et al. (1999) Dev. Biol., 208:222-232).

El factor de crecimiento y diferenciaciéon 11 (GDF11), también conocido como BMP11, es una proteina secretada
(McPherron et al., 1999, Nat. Genet. 22:260-264). GDF11 se expresa en el esbozo de cola, el esbozo de miembro y
los arcos maxilares y mandibulares y los ganglios de la raiz dorsal durante el desarrollo del raton (Nakashima et al.,
1999, Mech. Dev. 80:185-189). GDF11 desempefia un papel Unico en la formacion del patron tanto de tejidos
mesodérmico como neural (Gamer et al., 1999, Dev Biol., 208:222-32). GDF11 demostrd ser un regulador negativo
de la condrogénesis y la miogénesis en el desarrollo del miembro del polluelo (Gamer et al., 2001, Dev Biol.
229:407-20). La expresion de GDF11 en el musculo también sugiere un papel en la regulaciéon del crecimiento
muscular en forma similar a GDF8. Ademas, la expresion de GDF11 en el cerebro sugiere que GDF11 también
puede poseer actividades que se relacionan con la funcion del sistema nervioso. Curiosamente, se encontré que
GDF11 inhibe la neurogénesis en el epitelio olfatorio (Wu et al., 2003, Neuron. 37:197-207). Por lo tanto, GDF11
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pueden tener aplicaciones in vitro e in vivo en el tratamiento de enfermedades como enfermedades musculares y
enfermedades neurodegenerativas (por ej., esclerosis lateral amiotréfica).

La proteina morfogenética 6sea (BMP7), también denominada proteina ostedgena 1 (OP-1), se sabe que induce la
formacion de cartilago y hueso. Ademas, BMP7 regula una amplia gama de procesos fisiolégicos. Por ejemplo,
BMP7 puede ser el factor osteoinductor responsable del fenémeno de la osteogénesis epitelial. También se encontrd
que BMP7 desempefia un papel en la regulacién del calcio y la homeostasis ésea. Como la activina, BMP7 se une a
los receptores tipo I, ActRIIA y IIB. Sin embargo, BMP7 y activina reclutan distintos receptores de tipo | en
complejos de receptores heteroméricos. El principal receptor tipo | de BMP7 observado fue ALK2, mientras que la
activina se unidé exclusivamente a ALK4 (ActRIIB). BMP7 y activina provocaron distintas respuestas bioldgicas y
activaron diferentes vias de Smad (Macias-Silva et al., 1998, J Biol Chem. 273:25628-36).

Ciertos polipéptidos ActRIIB (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB solubles) se pueden utilizar para antagonizar la
sefializacion de ligandos de ActRIIB en general, en todos los procesos asociados a la actividad de ActRIIB.
Opcionalmente, los polipéptidos ActRIIB pueden antagonizar uno o mas ligandos de los receptores ActRIIB como
activina, Nodal, GDF8, GDF11 y BMP7 y por lo tanto pueden ser utiles en el tratamiento de trastornos adicionales.

Por lo tanto, los polipéptidos ActRIIB se pueden utilizar en el tratamiento o la prevencion de enfermedades o
afecciones que se asocian a actividad andémala de un ActRIIB o un ligando de ActRIIB. ActRIIB o los ligando de
ActRIIB estan implicados en la regulacién de muchos procesos biolédgicos fundamentales. Debido a sus funciones
clave en estos procesos, pueden ser objetivos deseables para la intervencion terapéutica. Por ejemplo, los
polipéptidos ActRIIB (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB solubles) se pueden usar para tratar trastornos o afecciones
de humanos o de animales. Los ejemplos de dichos trastornos o afecciones incluyen, pero no exclusivamente,
trastornos metabdlicos como diabetes tipo 2, deterioro de la tolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico (por e;j.,
sindrome X) y resistencia a la insulina inducida por traumatismo (por ejemplo, quemaduras o desequilibrio de
nitrégeno); trastornos del tejido adiposo (por ejemplo, obesidad); trastornos musculares y neuromusculares como
distrofia muscular (incluida la distrofia muscular de Duchenne); esclerosis lateral amiotréfica (ALS); atrofia muscular;
atrofia de un organo; debilidad; sindrome del tunel carpiano; enfermedad pulmonar obstructiva congestiva; y
sarcopenia, caquexia y otro sindromes de atrofia muscular progresiva. Otros ejemplos incluyen osteoporosis,
especialmente en las mujeres ancianas y/o posmenopausicas; osteoporosis inducida por glucocorticoides;
osteopenia; osteoartritis; y fracturas relacionadas con osteoporosis. Aun otros ejemplos incluyen baja masa ésea
debida al tratamiento cronico con glucocorticoides, insuficiencia gonadal prematura, supresion de andrégenos,
deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario, deficiencias nutricionales y anorexia nerviosa. Estos
trastornos y afecciones se tratan mas adelante en la seccion "Ejemplos de usos terapéuticos".

Los términos utilizados en esta memoria 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 memoria, para proporcionar orientacion adicional al practicante en la descripcion
de las composiciones y los métodos de la invencidn y en como prepararlas y utilizarlas. El alcance o el significado de
cualquier uso de un término resultara evidente a partir del contexto especifico en el que se utiliza el mismo.

"Alrededor de" y "aproximadamente" significaran en general un grado aceptable de error para la cantidad medida,
dada la naturaleza o la precisiéon de las mediciones. Habitualmente, los ejemplos de grados de error 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 bioldgicos, los términos "alrededor de" y "aproximadamente" pueden
significar valores medios que estan en un entorno 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 indicadas
en este documento son aproximadas a menos que se indique lo contrario, lo que significa que las expresiones
"alrededor de" o "aproximadamente" se pueden inferir cuando no hayan sido expresamente indicadas.

Los métodos dados a conocer pueden incluir pasos de comparacion de secuencias entre si, inclusive la secuencia
natural con uno o mas mutantes (variantes de la secuencia). Dichas comparaciones comprenden habitualmente
alineaciones de secuencias de polimeros, por ejemplo, usando programas de alineacién 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 facilmente que, en tales alineaciones, cuando una mutacién contiene una insercion o
delecion de un residuo, la alineaciéon de secuencias introducira un "hueco" (gap) (normalmente representado por un
guion, o "A") en la secuencia del polimero que no contiene el residuo insertado o eliminado.

"Homologa", en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas, se refiere a la relacion entre dos proteinas
que poseen un "origen evolutivo comun," incluidas las proteinas de superfamilias de la misma especie de organismo,
asi como las proteinas homadlogas 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
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de porcentaje de identidad o por la presencia de residuos o motivos especificos y posiciones 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 "sumamente", puede referirse a la similitud de secuencias, y puede referirse 0 no, a un origen evolutivo
comun.

2. Polipéptidos ActRIIB

En este documento se dan a conocer variantes de los polipéptidos ActRIIB (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB
solubles). Opcionalmente, los fragmentos, las variantes funcionales y las formas modificadas tienen las mismas, o
similares, actividades biolégicas que sus correspondientes polipéptidos ActRIIB naturales. Por ejemplo, una variante
de ActRIIB de la invencion se puede unir a, e inhibir la funcién de, un ligando de ActRIIB (por ejemplo, activina A,
activina AB, activina B, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). Opcionalmente, un polipéptido ActRIIB modula el
crecimiento de tejidos como hueso, cartilago, musculo o grasa. Los ejemplos de polipéptidos ActRIIB incluyen el
polipéptido precursor de ActRIIB humano (SEC. ID N°: 2) y polipéptidos ActRIIB solubles humanos (p. €j., SEC. ID
N°:1,5,6y12).

La divulgacion identifica porciones funcionalmente activas y variantes de ActRIIB. Los solicitantes han determinado
con precisién que una proteina de fusion de Fc que tiene la secuencia dada a conocer por Hilden et al. (Blood. 1994
Apr 15; 83(8):2163-70), que tiene una Alanina en la posicién correspondiente al aminoacido 64 de SEC. ID N° 2
(AB4), tiene una afinidad relativamente baja por activina y GDF-11. Por el contrario, la misma proteina de fusion de
Fc con una Arginina en la posicion 64 (R64) tiene una afinidad por la activina y GDF-11 en el rango que va de
nanomolar bajo a picomolar alto. Por lo tanto, una secuencia con una R64 se utiliza como secuencia de referencia
natural para ActRIIB humana en esta divulgacion.

Attisano et al. (Cell. 10 de enero de 1992; 68(1):97-108) mostraron que una delecién en el nudo de prolina en el
extremo C-terminal del dominio extracelular de ActRIIB redujo la afinidad del receptor por la activina. Los datos
presentados en este documento muestran que una proteina de fusién ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-
119 de SEC. ID Ne°: 2, "ActRIIB(20-119)-Fc" redujo la uniéon a GDF-11 y activina en relacién con una ActRIIB(20-
134)-Fc, que incluye la region del nudo de prolina y el dominio yuxtamembrana completo. Sin embargo, una proteina
ActRIIB(20-129)-Fc mantiene una actividad similar pero algo reducida en relaciéon con la natural, aunque la regién
del nudo de prolina esté interrumpida. Por lo tanto, se espera que los dominios extracelulares de ActRIIB que se
detienen en el aminoacido 134, 133, 132, 131, 130 y 129 sean todos activos, pero los constructos que se detienen
en 134 o0 133 pueden ser los mas activos. Del mismo modo, no se espera que las mutaciones en cualquiera de los
residuos 129-134 alteren la afinidad de union al ligando por grandes margenes. En apoyo a esto, las mutaciones de
P129 y P130 no disminuyen sustancialmente la unién al ligando. Por consiguiente, una proteina de fusion ActRIIB-Fc
puede terminar tan pronto como en el aminoacido 109 (la cisteina final), sin embargo, se espera que las formas que
terminan en o entre 109 y 119 tengan menor union al ligando. El aminoacido 119 esta poco conservado y por lo
tanto es facilmente alterado o truncado. Las formas que terminan en 128 o después mantienen la actividad de unién
al ligando. Las formas que terminan en o entre 119 y 127 tendran una capacidad de unién intermedia. Puede ser
deseable usar cualquiera de esas formas, dependiendo del escenario clinico o experimental.

En el extremo N-terminal de ActRIIB, se espera que una proteina que comienza en el aminoacido 29 o antes
mantenga la actividad de unién al ligando. El amino&cido 29 representa la cisteina inicial. Una mutacion de alanina a
asparragina en la posicion 24 introduce una secuencia de glucosilacion unida por N sin afectar sustancialmente la
union al ligando. Esto confirma que las mutaciones en la region entre el péptido de escision de sefial y la region
entrecruzada de cisteina, correspondiente a los aminoacidos 20-29 son bien toleradas. En particular, los constructos
que comienzan en la posicion 20, 21, 22, 23 y 24 mantendran la actividad y los constructos que comienzan en las
posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 también se espera que mantengan la actividad. Los datos que se muestran en los
ejemplos demuestran que sorprendentemente, un constructo que comienza en 22, 23, 24 o 25 tendra la mayor
actividad.

En conjunto, una porcion activa de ActRIIB comprende los aminoacidos 29-109 de SEC. ID N°: 2 y los constructos
pueden comenzar, por ejemplo, en un residuo correspondiente a los aminoacidos 20-29 y terminar en una posicion
correspondiente a los aminoacidos 109-134. Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una posicion
entre 20-29 o 21-29 y terminan en una posicion entre 119-134, 119-133 o 129-134, 129-133. Otros ejemplos
incluyen constructos que comienzan en una posicion entre 20-24 o (21-24 o 22-25) y terminan en una posicion entre
109-134 (o0 109-133), 119-134 (0 119-133) 0 129-134 (0o 129-133). También se contemplan las variantes dentro de
estos rangos, particularmente las que tienen al menos un 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad con la porcién
correspondiente de SEC. ID N°: 2.
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La divulgacion incluye los resultados de un analisis de composicion de las estructuras de ActRIIB, que se muestra en
la figura 13, que demuestra que el bolsillo de unién al ligando esta definido por los residuos Y31, N33, N35, L38
hasta T41, E47, E50, Q53 hasta K55, L57, H58, Y60, S62, K74, W78 hasta N83, Y85, R87, A92 y E94 hasta F101.
Se espera que en estas posiciones, las mutaciones conservadoras sean bien toleradas, aunque una mutacién K74A
es bien tolerada, como lo son R40A, K55A, F82A y mutaciones en la posicion L79. R40 es una K en Xenopus, lo que
indica que se toleraran los aminoacidos basicos en esta posicién. Q53 es R en ActRIIB bovina y K en ActRIIB de
Xenopus, y por lo tanto los aminoacidos incluidos R, K, Q, N y H seran tolerados en esta posicion. Por lo tanto, una
férmula general para una variante de la proteina ActRIIB activa es la que comprende los aminoacidos 29-109, pero
opcionalmente comienza en una posicion que varia entre 20-24 o 22-25 y termina en una posicién que varia entre
129-134, y comprende no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores de aminoacidos en el bolsillo de union al
ligando y cero, una o mas alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 en el bolsillo de
unién al ligando. Tal proteina puede mantener mas de 80%, 90%, 95% o 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos 29-109 de SEC. ID N°: 2. Los sitios fuera del bolsillo de union al ligando, en el cual la
variabilidad puede ser particularmente bien tolerada, incluyen los extremos amino y carboxi del dominio extracelular
(como se sefialé antes) y las posiciones 42-46 y 65-73. Un cambio de asparragina a alanina en la posicion 65
(N65A) mejora en realidad la unién al ligando en A64 de origen y por lo tanto se espera que no tenga ningun efecto
perjudicial sobre la unién al ligando en R64 de origen. Este cambio elimina probablemente la glucosilacion en N65 y
en A64 de origen, lo que demuestra por lo tanto que un cambio significativo en esta regién es probable que sea
tolerado. Si bien un cambio R64A es mal tolerado, R64K es bien tolerado, y por lo tanto otro residuo basico, como H
puede ser tolerado en la posicion 64.

ActRIIB esta bien conservado a través de casi todos los vertebrados, con grandes extensiones del dominio
extracelular conservadas totalmente. Muchos de los ligandos que se unen a ActRIIB estan también muy
conservados. En consecuencia, las comparaciones de secuencias de ActRIIB de diversos organismos vertebrados
proporcionan una buena comprension de los residuos que pueden ser alterados. Por consiguiente, una variante de
ActRIIB humana activa, puede incluir uno o mas aminoacidos en las posiciones correspondientes de la secuencia de
ActRIIB de otro vertebrado, o puede incluir un residuo que sea similar al de la secuencia humana o de otro
vertebrado. Los ejemplos siguientes ilustran este enfoque para definir una variante de ActRIIB activa. L46 es una
valina en ActRIIB de Xenopus, y por lo tanto esta posicion se puede alterar y opcionalmente se puede cambiar a otro
residuo hidréfobo, como V, | o F, o un residuo no polar como A. E52 es una K en Xenopus, lo que indica que este
sitio puede ser tolerante con una gran variedad de cambios, incluidos los residuos polares, como E, D, K, R, H, S, T,
P, G, Y y probablemente A. T93 es una K en Xenopus, lo que indica que se tolera una amplia variacion estructural
en esta posicion, con residuos polares favorecidos, como S, K, R, E, D, H, G, P, Ge Y. F108 es Y en Xenopus y por
lo tanto Y u otro grupo hidréfobo, como I, V o L deberia ser tolerado. E111 es K en Xenopus, lo que indica que los
residuos cargados seran tolerados en esta posicion, inclusive D, R, Ky H, asi como Q y N. R112 es K en Xenopus,
lo que indica que los residuos basicos son tolerados en esta posicion, inclusive R y H. A en la posicién 119 esta
relativamente mal conservada y aparece como P en roedores y V en Xenopus, por lo tanto esencialmente cualquier
aminoacido deberia ser tolerado en esta posicion.

La divulgacion demuestra que la adicion de otro sitio de glucosilacion unido por N (N-X-S/T) incrementa la vida
media sérica de una proteina de fusion ActRIIB-Fc, en relacion con la forma ActRIIB (R64)-Fc. Introduciendo una
asparragina en la posicion 24 (constructo A24N), se crea una secuencia NXT que confiere una vida media mas
larga. Se encuentran otras secuencias de NX(T/S) en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aunque esta ultima puede no ser
eficazmente glucosilada con R en la posicion 64. Las secuencias N-X-S/T se pueden introducir generalmente en las
posiciones fuera del bolsillo de unién al ligando definidas en la figura 12. Los sitios particularmente adecuados para
la introduccion de las secuencias N-X-S/T no-enddégenas incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134,
120-134 o 129-134. Las secuencias N-X-S/T también se pueden introducir en el conector entre la secuencia de
ActRIIB y el Fc u otro componente de fusion. Tal sitio se puede introducir con minimo esfuerzo introduciendo un N
en la posicion correcta con respecto a un S o T preexistentes, o introduciendo un S o T en la posicidn
correspondiente a un N preexistente. Por lo tanto, las alteraciones deseables que crearian un sitio de glucosilacion
unido por N son: A24N, R64N, S67N (posiblemente combinado con una alteracién N65A), E106N, R112N, G120N,
E123N, P129N, A132N, R112S y R112T. Cualquier S que se prevé que sea glucosilado puede ser cambiado a un T
sin crear un sitio inmundgeno, debido a la proteccidon conferida por la glucosilaciéon. Asimismo, cualquier T que se
prevé que sea glucosilado se puede cambiar a un S. Por lo tanto se contemplan las alteraciones S67T y S44T.
Asimismo, en una variante A24N, se puede usar una alteracion S26T. En consecuencia, una variante de ActRIIB
puede incluir una o mas secuencias de consenso de glucosilacién unida por N, no endégenas.

La posicion L79 se puede alterar para conferir propiedades de unién a activina - miostatina (GDF-11) alteradas.
L79A o L79P reducen la unién a GDF-11 en mayor medida que la unién a activina. L79E o L79D mantienen la union
a GDF-11. Notablemente, las variantes L79E y L79D de acuerdo con la invencién redujeron considerablemente la
unién a activina. Los experimentos in vivo indican que estos receptores que no son de activina mantienen una
capacidad significativa de aumentar la masa muscular pero muestran menores efectos sobre otros tejidos. Estos
datos demuestran la conveniencia y la viabilidad de obtener polipéptidos con efectos reducidos en la activina.
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Las variaciones descritas se pueden combinar de diversas maneras. Ademas, los resultados del programa de
mutagénesis descrito indican que existen posiciones de aminoacidos en ActRIIB que a menudo es beneficioso
conservar. Estas incluyen la posicién 64 (aminoacido basico), la posicion 80 (aminoacido acido o hidréfobo), la
posicion 78 (hidréfobo y particularmente triptéfano), la posicion 37 (acido y particularmente acido aspartico o
glutdmico), la posicién 56 (aminoacido bésico), la posiciéon 60 (aminoacido hidréfobo, particularmente fenilalanina o
tirosina). Por lo tanto, en cada una de las variantes dadas a conocer en este documento, la divulgacién proporciona
un marco de aminoacidos que pueden ser conservados. Otras posiciones que puede ser deseable conservar son las
siguientes: la posicion 52 (aminoacido acido), la posicién 55 (aminoacido basico), la posiciéon 81 (acido), 98 (polar o
cargado, particularmente E, D, R o K).

Se pueden obtener fragmentos aislados de los polipéptidos ActRIIB cribando polipéptidos producidos
recombinantemente a partir del fragmento correspondiente de acido nucleico que codifica un polipéptido ActRIIB (por
ej., SEC. ID N°: 3 y 4). Ademas, los fragmentos se pueden sintetizar quimicamente utilizando técnicas conocidas en
el area como la técnica en fase solida de Merrifield o técnicas quimicas 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, por ejemplo, como antagonistas (inhibidores) o agonistas (activadores) de
una proteina ActRIIB o de un ligando de ActRIIB.

En ciertas realizaciones, la presente invencion contempla elaborar variantes funcionales modificando la estructura de
un polipéptido ActRIIB para fines como mejorar la eficacia terapéutica, o la estabilidad (por ej., la vida util ex vivo y la
resistencia a la degradacion proteolitica in vivo). Los polipéptidos ActRIIB modificados también se pueden producir,
por ejemplo, mediante sustitucién, delecién o adicién 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, 0 un reemplazo similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado (por ejemplo,
mutaciones conservadoras) no tendra un efecto importante en la actividad biolégica de la molécula resultante. Los
reemplazos conservadores son los que tendran lugar en una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Se puede determinar facilmente si un cambio en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
ActRIIB da como resultado un homélogo funcional evaluando la capacidad de la variante del polipéptido ActRIIB
para producir una respuesta en las células de una manera similar al polipéptido ActRIIB natural, o para unirse a uno
0 mas ligandos, como activina, GDF-11 o miostatina de manera similar al natural.

En ciertas realizaciones especificas, la presente invencién contempla crear mutaciones en el dominio extracelular
(también denominado dominio de union al ligando) de un polipéptido ActRIIB de modo que la variante (o mutante)
del polipéptido ActRIIB tenga actividades de union al ligando alteradas (por e€j., afinidad de union o especificidad de
union). En ciertos casos, dichas variantes de los polipéptidos ActRIIB tienen la afinidad de unién por un ligando
especifico alterada (elevada o reducida). En otros casos, la variante de los polipéptidos ActRIIB tienen la
especificidad de unién por sus ligandos alterada.

Por ejemplo, la divulgacién proporciona variantes de los polipéptidos ActRIIB que se unen preferentemente a
GDF8/GDF11 en relacion con las activinas. La divulgacion establece ademas la conveniencia de dichos polipéptidos
para reducir los efectos fuera del objetivo, aunque dichas variantes selectivas pueden ser menos deseables para el
tratamiento de enfermedades graves donde pueden ser necesarios aumentos de masa muscular muy grandes para
lograr el efecto terapéutico y donde algun nivel de efecto fuera del objetivo es aceptable. Por ejemplo, los residuos
de aminoécidos de la proteina ActRIIB, como E39, K55, Y60, K74, W78, D80 y F101, estan en el bolsillo de uni6n al
ligando y median la union a sus ligandos como activina y GDF8. Por lo tanto, un dominio de unién al ligando alterado
(por €j., dominio de union a GDF8) de un receptor ActRIIB, puede comprender una o mas mutaciones en esos
residuos de aminoéacidos. Opcionalmente, el dominio de unién al ligando alterado puede tener mayor selectividad por
un ligando como GDF8 en relacién con un dominio de unién al ligando natural de un receptor ActRIIB. A titulo
ilustrativo, estas mutaciones aumentan la selectividad del dominio de unién al ligando alterado por GDF8 respecto a
activina. Opcionalmente, el dominio de union al ligando alterado tiene una relacion entre Kq para la union a activina y
Kq4 para la union a GDF8 que es al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mas grande que la relacién para el dominio
de union al ligando natural. Opcionalmente, el dominio de unién al ligando alterado tiene una relacién entre Clso para
inhibir a activina y Clso para inhibir a GDF8 que es al menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces mayor respecto al dominio
de union al ligando natural. Opcionalmente, el dominio de unién al ligando alterado inhibe a GDF8 con una Clsg al
menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces menor que la Clsg para inhibir a activina.

Como ejemplo especifico, el residuo de aminoacido cargado positivamente Asp (D80) del dominio de union al
ligando de ActRIIB se puede mutar a un residuo de aminoacido diferente de modo que la variante del polipéptido
ActRIIB se una preferencialmente a GDF8, pero no a activina. Preferentemente, el residuo D80 se cambia a un
residuo de aminoacido elegido del grupo que consiste en: un residuo de aminoacido sin carga, un residuo de
aminoacido negativo y un residuo de aminoacido hidréfobo. De acuerdo con la invencién, el residuo hidréfobo, L79,
se puede cambiar a los aminoacidos acidos, 4cido aspartico o acido glutamico, para reducir considerablemente la
union a activina manteniendo la union a GDF11. Como reconocera un experto en el area, la mayoria de las
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mutaciones, variantes o modificaciones descritas se pueden hacer a nivel de los acidos nucleicos o, en algunos
casos, por modificacion postraduccional o por sintesis quimica. Dichas técnicas son bien conocidas en el area.

En ciertas realizaciones, la presente invencion contempla mutaciones especificas de los polipéptidos ActRIIB con el
fin de alterar la glucosilacion del polipéptido. Los ejemplos de sitios de glucosilacion en los polipéptidos ActRIIB se
ilustran en la figura 2. Dichas mutaciones se pueden elegir con el fin de introducir o eliminar uno o mas sitios de
glucosilacién, como sitios de glucosilacion unidos por O o por N. Los sitios de reconocimiento de glucosilaciéon
unidos a asparragina comprenden generalmente una secuencia de tres péptidos, asparragina-X-treonina (donde "X"
es cualquier aminoacido) que es reconocida especificamente por las enzimas de glucosilacion celular adecuadas. La
alteracion también se puede hacer mediante adiciéon de, o sustitucién por, uno o0 mas residuos de serina o treonina
en la secuencia del polipéptido ActRIIB natural (para sitios de glucosilacién unidos por O). Diversas sustituciones o
deleciones de aminoacidos en una o ambas posiciones del primer o tercer aminoacido de un sitio de reconocimiento
de glucosilacion (y/o delecidon de aminoacidos en la segunda posicidon) se traduce en no-glucosilacion en la
secuencia del tripéptido modificado. Otra manera de aumentar el nimero de porciones carbohidrato en un
polipéptido ActRIIB es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de glucdsidos al polipéptido ActRIIB. 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 fenilalanina, tirosina o triptéfano; o (f) el grupo amida de la glutamina.
Estos métodos se describen en WO 87/05330 publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston (1981)
CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. La eliminacion de una o mas porciones carbohidrato presentes en un
polipéptido ActRIIB se puede hacer quimica y/o enzimaticamente. La desglucosilaciéon quimica puede implicar, por
ejemplo, la exposicién del polipéptido ActRIIB al acido trifluorometanosulfonico, o a un compuesto equivalente. Este
tratamiento resulta en la escision de la mayoria o todos los azucares excepto el azucar de unién (N-
acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando intacta la secuencia de aminoacidos. La desglucosilaciéon
quimica es descrita ademas por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y por Edge et al. (1981)
Anal. Biochem. 118:131. La escision enzimatica de porciones carbohidrato en los polipéptidos ActRIIB 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 ActRIIB se puede ajustar, segun corresponda, en funcion del tipo
de sistema de expresion utilizado, puesto que los mamiferos, las levaduras, los insectos y las células vegetales
todos pueden introducir patrones de glucosilacion diferentes que pueden ser afectados por la secuencia de
aminoacidos del péptido. En general, las proteinas ActRIIB para usar en seres humanos se expresaran en una linea
celular de mamifero que proporcione una glucosilaciéon adecuada, como lineas celulares HEK293 o CHO, aunque se
espera que otras lineas celulares de expresion de mamiferos sean también Utiles.

Esta divulgacion contempla ademas un método para generar variantes, particularmente conjuntos de variantes
combinatorias de un polipéptido ActRIIB, incluidas, opcionalmente, variantes de truncamiento; las mezclas de
mutantes combinatorias son especialmente Utiles para identificar secuencias de variantes funcionales. El propésito
del cribado de dichas bibliotecas combinatorias puede ser, por ejemplo, generar variantes del polipéptido ActRIIB
que tengan propiedades alteradas, como farmacocinética alterada o union al ligando alterada. A continuacion se
proporcionan diversos ensayos de cribado, y dichos ensayos se pueden usar para evaluar variantes. Por ejemplo,
también se puede analizar la capacidad de una variante de un polipéptido ActRIIB para unirse a un polipéptido
ActRIIB, para evitar la unién de un ligando de ActRIIB a un polipéptido ActRIIB.

La actividad de un polipéptido ActRIIB o de sus variantes también se puede probar en un ensayo in vivo o0 a base de
células. Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante del polipéptido ActRIIB sobre la expresion de genes
involucrados en la produccion de hueso en un osteoblasto o precursor. Este se puede realizar, segun sea necesario,
en presencia de una o mas proteinas ligando de ActRIIB recombinantes (por ejemplo, BMP7), y las células se
pueden transinfectar para producir un polipéptido ActRIIB y/o sus variantes, y opcionalmente un ligando de ActRIIB.
Asimismo, se puede administrar a un ratéon u otro animal un polipéptido ActRIIB, y se pueden evaluar una o mas
propiedades 6seas, como densidad o volumen. También se puede evaluar la velocidad de consolidacion de las
fracturas 6seas. De manera similar, se puede analizar la actividad de un polipéptido ActRIIB o de sus variantes
sobre las células musculares, los adipocitos y las células neuronales para determinar cualquier efecto sobre el
crecimiento de estas células, por ejemplo, mediante los ensayos que se describen mas adelante. Dichos ensayos
son bien conocidos y de rutina en el area. Se puede utilizar un gen reportero sensible a SMAD en estas lineas
celulares para monitorear los efectos sobre la sefalizacién en direccion 3'.

Se pueden generar variantes derivadas combinatoriamente que tengan una potencia selectiva en relaciéon con un
polipéptido ActRIIB de origen natural. Dichas proteinas variantes, cuando se expresan de constructos de ADN
recombinantes, se pueden utilizar en protocolos de genoterapia. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a
variantes que tengan vidas medias intracelulares drasticamente diferentes de la correspondiente a un polipéptido
ActRIIB natural. Por ejemplo, la proteina alterada se puede volver mas estable o0 menos estable a la degradacién
proteolitica u otros procesos celulares que resultan en la destruccion, o de lo contrario la inactivacion, de un
polipéptido ActRIIB nativo. Dichas variantes y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles
de polipéptido ActRIIB modulando la vida media de los polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, una vida media corta
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puede dar lugar a efectos bioldgicos mas transitorios y, cuando es parte de un sistema de expresion inducible,
puede permitir un control mas estricto de los niveles de polipéptido ActRIIB recombinante dentro de la célula.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB de la invencién pueden comprender ademas modificaciones
postraduccionales aparte de todas las que estan naturalmente presentes en los polipéptidos ActRIIB. Dichas
modificaciones incluyen, pero no exclusivamente, acetilacion, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacién, lipidacion y
acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRIIB 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 ActRIIB pueden ser analizados como se describe en este documento para
otras variantes del polipéptido ActRIIB. Cuando se produce un polipéptido ActRIIB en las células por escision de una
forma incipiente del polipéptido ActRIIB, 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 magquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades
postraduccionales y se pueden elegir de modo de garantizar la modificacién y el procesamiento correctos de los
polipéptidos ActRIIB.

En ciertos aspectos, las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRIIB incluyen proteinas
de fusion que tienen al menos una porcion de los polipéptidos ActRIIB y uno o mas dominios de fusién. Ejemplos
bien conocidos de dichos dominios de fusion incluyen, pero no exclusivamente, polihistidina, Glu-Glu, glutatiéon S
transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G, una regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina
(por €j., Fc), proteina de uniéon a maltosa (MBP) o seroalbimina humana. Se puede elegir 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 fusion por cromatografia de afinidad. Con el propdsito de purificacion por afinidad,
se usan matrices pertinentes para 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
GST de Pharmacia y el sistema QlAexpress™ (Qiagen) util con contrapartes de fusion (HISg). Como otro ejemplo, se
puede elegir un dominio de fusién con el fin de facilitar la deteccién de los polipéptidos ActRIIB. Los ejemplos de
dichos dominios de deteccién incluyen diversas proteinas fluorescentes (p. ej., GFP) asi como "epitopos
marcadores" que son secuencias de péptidos generalmente cortas para las cuales hay un anticuerpo especifico
disponible. Epitopos marcadores bien conocidos para los cuales hay anticuerpos monoclonales especificos
facilmente obtenibles incluyen los marcadores FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y c-myc. En algunos
casos, los dominios de fusién 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 fusién y de esa manera liberar de alli las
proteinas recombinantes. Las proteinas liberadas se pueden aislar después del dominio de fusién por separacion
cromatografica posterior. En algunas realizaciones preferidas, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio que
estabiliza al polipéptido ActRIIB 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 destruccion, a una
menor depuracién por el rifién o a otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién Fc de una
inmunoglobulina confieren propiedades farmacocinéticas deseables a una amplia gama de proteinas. Asimismo, las
fusiones a seroalbumina humana pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusiéon que se
pueden seleccionar incluyen dominios de multimerizacién (por ejemplo, dimerizacion, tetramerizacion) y dominio
funcionales (que confieren una funcién bioldgica adicional, como una estimulacion adicional del crecimiento
muscular).

Un ejemplo especifico, dado a conocer en este documento es una proteina de fusién como un antagonista de GDF8
que comprende un dominio extracelular (por ejemplo, de unién a GDF8) fusionado a un dominio Fc (por ejemplo,
SEC. ID N°: 13).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD.(A) VSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGPFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK*

Preferentemente, 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, mutacién Asp-265 )
tiene menor capacidad de unirse a los receptores Fcy en comparacion con un dominio Fc natural. En otros casos, el
dominio Fc mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (por ejemplo, la mutacién Asn-434) tiene mayor
capacidad de unirse al receptor Fc relacionado a la clase | de MHC (FcRN) en comparacién 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 ActRIIB puede estar colocado C-terminal
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con respecto a un dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo puede estar colocado C-terminal
con respecto a un polipéptido ActRIIB. EI dominio del polipéptido ActRIIB 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
con respecto a cada dominio o entre los dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB de la presente invencion contienen una o mas modificaciones de
son capaces de estabilizar a los polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, dichas modificaciones potencian la vida media in
vitro de los polipéptidos ActRIIB, aumentan la vida media circulatoria de los polipéptidos ActRIIB o reducen la
degradacion proteolitica de los polipéptidos ActRIIB. Dichas modificaciones estabilizantes incluyen, pero no
exclusivamente, proteinas de fusion (entre otras, por ejemplo, las proteinas de fusidon que contienen un polipéptido
ActRIIB y un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacién (incluida, por ejemplo, la adiciéon de
un sitio de glucosilacion a un polipéptido ActRIIB) y modificaciones de la porcion carbohidrato (como, por ejemplo, la
eliminacion de porciones carbohidrato de un polipéptido ActRIIB). En el caso de las proteinas de fusion, un
polipéptido ActRIIB esta fusionado a un dominio estabilizador como una molécula de IgG (por ejemplo, un dominio
Fc). Segun se usa en este documento, la expresion “dominio estabilizador” no sélo se refiere a un dominio de fusién
(por €j., Fc) como en el caso de las proteinas de fusion, sino que también incluye modificaciones no proteicas como
una porcion carbohidrato, o polimero no proteico, como polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, la presente invencion torna disponibles formas aisladas y/o purificadas de los polipéptidos
ActRIIB, que estan aisladas, o de lo contrario sustancialmente exentas, de otras proteinas.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB (sin modificar o modificados) de la invencién se pueden producir
mediante diversastécnicas conocidas en el area. Por ejemplo, dichos polipéptidos ActRIIB se pueden sintetizar
usando técnicas quimicas estandar de proteinas como las descritas en Bodansky, M. Principles of Peptide
Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) y Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman
and Company, Nueva York (1992). Ademas, se dispone comercialmente de sintetizadores de péptidos automaticos
(por €j., Advanced ChemTech modelo 396; Milligen/Biosearch 9600). Alternativamente, los polipéptidos ActRIIB, sus
fragmentos o variantes se pueden producir recombinantemente utilizando diversos sistemas de expresion (por e€j., E.
coli, células de ovario de hamster chino, células COS, baculovirus) como es bien sabido en el area (véase mas
adelante). En otra realizacion, los polipéptidos ActRIIB modificados o sin modificar se pueden producir por digestion
de polipéptidos ActRIIB de longitud normal de origen natural o producidos por recombinacion usando, por ejemplo,
una proteasa, por €j., tripsina, termolisina, quimotripsina, pepsina o enzima convertidora de aminoacidos basicos
apareados (PACE). Se puede utilizar un analisis computacional (con un software comercial, por ejemplo, MacVector,
Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.) para identificar los sitios de escision proteolitica. Alternativamente,
esos polipéptidos ActRIIB se pueden producir a partir de polipéptidos ActRIIB de longitud normal de origen natural o
por recombinacion por técnicas estandar conocidas en el area, como escisién quimica (por ejemplo, bromuro de
cianogeno, hidroxilamina).

3. Acidos nucleicos que codifican los polipéptidos ActRIIB

En este documento se dan a conocer acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera de los
polipéptidos ActRIIB (por e€j., polipéptidos ActRIIB solubles), incluida cualquiera de las variantes dadas a conocer.
Por ejemplo, SEC. ID N°: 4 codifica un polipéptido precursor de ActRIIB de origen natural mientras SEQ ID N°: 3
codifica un polipéptido ActRIIB soluble. Los acidos nucleicos en cuestién 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 ActRIIB o como agentes terapéuticos directos (por ej., en genoterapia).

Los acidos nucleicos en cuestion que codifican los polipéptidos ActRIIB se entiende ademas que incluyen acidos
nucleicos que son variantes de SEC. ID N°: 3. Las secuencias de nucledtidos variantes incluyen secuencias que
difieren en una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucledtidos, como las variantes alélicas; y, por lo
tanto, incluyen secuencias codificantes que difieren de la secuencia de nucleétidos de la secuencia codificante
designada en SEC. ID N°: 4.

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 SEC. ID N°: 3. Un experto comprendera que también se divulgan las
secuencias de acidos nucleicos complementarias de SEC. ID N° 3, y las variantes de SEC. ID N° 3. Las secuencias
de acidos nucleicos pueden ser aisladas, recombinantes y/o fusionadas con una secuencia de nucleétidos
heterdloga, o estar en una genoteca.

Otros acidos nucleicos también incluyen secuencias de nucledtidos que se hibridan en condiciones muy rigurosas a
la secuencia de nucleétidos designada en SEC. ID N° 3, la secuencia complementaria de SEC. ID N° 3, o sus
fragmentos. Como se mencioné antes, un experto comprendera facilmente que se pueden variar las condiciones
rigurosas adecuada 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
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hibridacion en 6.0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de un lavado de 2.0 x
SSC a 50 °C. Por ejemplo, la concentracion de sal en el paso de lavado se puede elegir 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
sal, o se puede mantener constante la temperatura o la concentracion de sal mientras se cambia la otra variable. Se
dan a conocer 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 dan a conocer acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos indicados en SEC. ID N°: 3
debido a 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 conducen a cambios en las secuencias
de aminoacidos de las proteinas en cuestion existan 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. Se dan a conocer cualquiera y todas esas variaciones de nucleétidos y polimorfismos de aminoacidos
resultantes.

Los acidos nucleicos recombinantes se pueden unir operativamente a una o mas secuencias de nucleotidos
reguladoras en un constructo de expresion. Las secuencias de nucleétidos 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 union ribosémicos, secuencias de inicio y terminacion de la transcripcion, secuencias de inicio
y terminacién de la traduccidon y secuencias potenciadoras o activadoras. Se contemplan los promotores
constitutivos o inducibles conocidos en el area. Los promotores pueden ser promotores de origen natural o
promotores hibridos que combinan elementos de mas de un promotor. Puede haber un constructo 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 expresién 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 pueden
variar segun la célula huésped utilizada.

El acido nucleico en cuestidon se puede proporcionar en un vector de expresion que comprenda una secuencia de
nuclestidos que codifique un polipéptido ActRIIB y unida operablemente a al menos una secuencia reguladora. Las
secuencias reguladoras son conocidas en el area y se seleccionan para dirigir la expresion de un polipéptido
ActRIIB. En consecuencia, la expresion “secuencia reguladora” incluye promotores, potenciadores y otros elementos
de control de la expresién. 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 control de la expresion de una amplia variedad, que controle la expresion de una secuencia de ADN
cuando esta unida operativamente a ella en esos vectores para expresar las secuencias de ADN que codifican un
polipéptido ActRIIB. 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 de 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 cinasa 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 elecciéon 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 numero de copias del vector, la capacidad de controlar ese nimero de copias y la expresién de
cualquier otra proteina codificada por el vector, como marcadores antibiéticos.

Se puede producir un &cido nucleico recombinante ligando el gen clonado, o una porcién de éste, en un vector
adecuado para la expresion en células procariotas o células eucariotas (levaduras, aves, insectos o mamiferos) o
ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido ActRIIB 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 expresién en células procariotas, como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamiferos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacion del
vector en las bacterias como una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en las células
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eucariotas. Los vectores derivados pcDNAl/amp, pcDNAIl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2,
pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo o y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos adecuados para
la transinfeccidén de células eucariotas. Algunos de esos vectores son modificados con secuencias de plasmidos
bacterianos, como pBR322, para facilitar la replicacion y la seleccién 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 (pHEBo, derivados 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 bien conocidos en el area. Por
otros sistemas de expresion adecuados de células procariotas y eucariotas, asi como por procedimientos generales
de recombinacion, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989) Capitulos 16 y 17. En algunos casos, puede ser conveniente expresar
polipéptidos recombinantes mediante el uso del sistema de expresién 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 pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (como los pBlueBac Ill que
contienen B-gal).

Un vector se disefara preferentementepara la produccion de los polipéptidos ActRIIB 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 en cuestion se pueden utilizar para
causar la expresién de los polipéptidos ActRIIB en células propagadas en cultivo, por ej., para producir proteinas,
incluidas proteinas de fusion o variantes de proteinas, para purificacion.

Se da a conocer una célula huésped transinfectada con un gen recombinante que incluye la secuencia codificante
(por ej., SEC. ID N°: 4) para uno o mas de los polipéptidos ActRIIB en cuestidon. La célula huésped puede ser
cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB de la invencidon se puede expresar en
células bacterianas, como E. coli, células de insectos (por ejemplo, mediante un sistema de expresion de
baculovirus), levaduras, o células de mamiferos. Los expertos conocen otras células huésped adecuadas.

En consecuencia, en este documento se dan a conocer métodos de produccion de los polipéptidos ActRIIB en
cuestion. Por ejemplo, una célula huésped transinfectada con un vector de expresién que codifica un polipéptido
ActRIIB se puede cultivar en condiciones adecuadas para permitir que se produzca la expresién del polipéptido
ActRIIB. El polipéptido ActRIIB puede ser secretado y aislado de una mezcla de células y medio que contenga el
polipéptido ActRIIB. Alternativamente, el polipéptido ActRIIB se puede retener citoplasmaticamente o en una fraccion
de la membrana y recolectar y lisar las células, y aislar la proteina. Un cultivo celular incluye células huésped,
medios y otros subproductos. Los medios adecuados para el cultivo celular son bien conocidos en el area. Los
polipéptidos ActRIIB 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 iénico,
cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion, electroforesis, purificacién por inmunoafinidad con anticuerpos
especificos para epitopos particulares de los polipéptidos ActRIIB. El polipéptido ActRIIB puede ser una proteina de
fusion que contenga un dominio que facilite su purificacion.

Un gen de fusion que codifica una secuencia lider de purificacién, como una secuencia de sitio de escisién poli-
(His)/enteroquinasa en el extremo N-terminal de la porciéon deseada del polipéptido ActRIIB recombinante, puede
permitir la purificacion de la proteina de fusién expresada mediante cromatografia de afinidad usando una resina
metalica de Ni**. A continuacién se puede eliminar la secuencia lider de purificacién por tratamiento con
enteroquinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIB purificado (por ej., 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 union de varios fragmentos de
ADN que codifican secuencias de polipéptidos diferentes se realiza segun las técnicas convencionales, empleando
extremos romos o irregulares para el ligamiento, la digestién con enzima de restriccidon para proporcionar extremos
adecuados, el relleno de extremos cohesivos seguin sea adecuado, el tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones indeseables y el ligamiento enzimatico. En otra realizacion, el gen de fusidon se puede sintetizar por técnicas
convencionales que incluyen los sintetizadores de ADN automaticos. Alternativamente, la amplificacion por PCR de
fragmentos del gen se puede llevar a cabo utilizando cebadores de anclaje que dan lugar a voladizos
complementarios entre dos fragmentos consecutivos del gen 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. Anticuerpos

En este documento también se dan a conocer anticuerpos. Un anticuerpo que es especificamente reactivo con un
polipéptido ActRIIB (por ej., un polipéptido ActRIIB soluble) y que se une competitivamente con el polipéptido
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ActRIIB se puede utilizar como antagonista de las actividades del polipéptido ActRIIB. Por ejemplo, mediante el uso
de inmunogenos se pueden preparar derivados de un polipéptido ActRIIB, antisueros anti-proteina/anti-péptido o
anticuerpos monoclonales, utilizando protocolos estandar (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed.
por Harlow y Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Se puede inmunizar un mamifero, como un ratén, un hamster
0 un conejo con una forma inmundégena del polipéptido ActRIIB, un fragmento antigénico que sea capaz de provocar
una respuesta del anticuerpo, o una proteina de fusién. Las técnicas para conferir inmunogenia a una proteina o un
péptido incluyen la conjugacién a portadores u otras técnicas conocidas en el area. Se puede administrar una
porcion inmundgena de un polipéptido ActRIIB en presencia de un adyuvante. El progreso de la inmunizacion se
puede controlar mediante deteccion de los titulos de anticuerpos en el plasma o suero. Se puede utilizar un ELISA
estandar u otros inmunoensayos con el inmundgeno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos.

Después de la inmunizaciéon de un animal con una preparacién antigénica de un polipéptido ActRIIB, se pueden
obtener antisueros y, si se desea, se pueden aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos
monoclonales, se pueden recolectar células productoras de anticuerpos (linfocitos) de un animal inmunizado y
fusionar mediante procedimientos estandar de fusion de células somaticas con células inmortalizadoras como las
células de mieloma para producir células de hibridoma. Dichas técnicas son bien conocidas en el area e incluyen,
por ejemplo, la técnica del hibridoma (originalmente desarrollada por Kohler y Milstein, (1975) Nature, 256:495-497),
la técnica de hibridomas de células B humanas (Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4:72) y la técnica del
hibridoma-EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96). Las células de hibridoma se pueden cribar inmunoquimicamente para
la produccidon de anticuerpos especificamente reactivos con un polipéptido ActRIIB y aislar los anticuerpos
monoclonales de un cultivo que comprenda dichas células de hibridoma.

El término "anticuerpo" segun se usa en este documento pretende incluir los fragmentos de éste que también son
especificamente reactivos con un polipéptido ActRIIB. Los anticuerpos se pueden fragmentar usando técnicas
convencionales y los fragmentos se pueden cribar para determinar la utilidad, de la misma manera descrita antes
para los anticuerpos enteros. Por ejemplo, los fragmentos F(ab), se pueden generar tratando el anticuerpo con
pepsina. El fragmento F(ab), resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro para producir fragmentos
Fab. El anticuerpo puede incluir moléculas biespecificas, de una sola cadena y quiméricas y humanizadas con
afinidad por un polipéptido ActRIIB conferida por al menos una region CDR del anticuerpo. El anticuerpo puede tener
ademas un marcador unido al mismo y capaz de ser detectado (por €j., el marcador puede ser un radioisétopo, un
compuesto fluorescente, una enzima o un cofactor enzimatico).

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal y la presente divulgacion pone a disposicién métodos para
generar nuevos anticuerpos. Por ejemplo, un método para generar un anticuerpo monoclonal que se una
especificamente a un polipéptido ActRIIB puede comprender: administrar a un ratén una cantidad de una
composicién inmundégena que comprenda el polipéptido ActRIIB eficaz para estimular una respuesta inmunitaria
detectable, obtener células productoras de anticuerpos (por ej., células del bazo) del ratén y fusionar las células
productoras de anticuerpos con células de mieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos y analizar
los hibridomas productores de anticuerpos para identificar un hibridoma que produzca un anticuerpo monocolonal
que se una especificamente al polipéptido ActRIIB. Una vez obtenido, un hibridoma se puede propagar en un cultivo
celular, opcionalmente en condiciones de cultivo en las que las células derivadas del hibridoma producen el
anticuerpo monoclonal que se une especificamente al polipéptido ActRIIB. El anticuerpo monoclonal se puede
purificar de un cultivo celular.

La expresion “especificamente reactivo con” segun se usa en este documento en referencia a un anticuerpo
significa, como generalmente se entiende en el area, que el anticuerpo es suficientemente selectivo entre el
antigeno de interés (por ej., un polipéptido ActRIIB) y otros antigenos que no son de interés de modo que el
anticuerpo es util para, como minimo, detectar la presencia de un antigeno de interés en un tipo particular de
muestra bioldgica. En ciertos métodos que emplean el anticuerpo, como aplicaciones terapéuticas, puede ser
deseable un mayor grado de especificidad de union. Los anticuerpos monoclonales generalmente tienen una
tendencia mayor (en comparacién con los anticuerpos policlonales) para discriminar eficazmente entre los antigenos
deseados y los polipéptidos de reacciéon cruzada. Una caracteristica que influye en la especificidad de una
interaccion antigeno-anticuerpo es la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Aunque la especificidad deseada se
puede alcanzar con una gama de diferentes afinidades, los anticuerpos que se prefieren en general tendran una
afinidad (una constante de disociacion) de aproximadamente 10'6, 10'7, 10'8, 10”° 0 menos.

Ademas, las técnicas utilizadas para cribar anticuerpos con el fin de identificar un anticuerpo deseable pueden influir
en las propiedades del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si se va a usar un anticuerpo para unirse a un antigeno en
solucion, puede ser deseable analizar la unidn en solucidon. Varias técnicas diferentes estan disponibles para
analizar la interaccion entre los anticuerpos y los antigenos para identificar anticuerpos particularmente deseables.
Dichas técnicas incluyen ELISA, ensayos de union de resonancia de plasmones superficiales (por €j., el ensayo de
unién de Biacore, Bia-core AB, Uppsala, Suecia), ensayos sandwich (por ej., el sistema de perlas paramagnéticas de
IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland), inmunotransferencias tipo western, ensayos de

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 488 854 T3

inmunoprecipitacién e inmunohistoquimica.

La divulgacién proporciona anticuerpos que se unen a un polipéptido ActRIIB soluble. Dichos anticuerpos se pueden
generar como se describié antes, usando un polipéptido ActRIIB soluble o un fragmento de éste como antigeno. Los
anticuerpos de este tipo pueden ser utilizados, por ejemplo, para detectar polipéptidos ActRIIB en muestras
bioldgicas y/o para controlar los niveles de polipéptido ActRIIB soluble en un individuo. En ciertos casos, se puede
utilizar un anticuerpo que se una especificamente a un polipéptido ActRIIB soluble para modular la actividad de un
polipéptido ActRIIB y/o de un ligando de ActRIIB, regulando asi (promoviendo o inhibiendo) el crecimiento de tejidos,
como hueso, cartilago, musculo, grasa y neuronas.

5. Ensayos de cribado

Los polipéptidos ActRIIB en cuestidon (por ej., polipéptidos ActRIIB solubles) se pueden utilizar para identificar
compuestos (agentes) que sean agonistas o antagonistas de los polipéptidos ActRIIB. Los compuestos identificados
mediante este cribado se pueden analizar en tejidos como hueso, cartilago, musculo, grasa y/o neuronas, para
evaluar su capacidad para modular el crecimiento del tejido in vitro. Opcionalmente, estos compuestos se pueden
analizar ademas en modelos animales para evaluar su capacidad para modular el crecimiento del tejido in vivo.

Existen numerosos métodos para cribar agentes terapéuticos para la modulacién del crecimiento del tejido mediante
administracion dirigida de los polipéptidos ActRIIB. Se puede llevar a cabo un cribado de alto rendimiento de
compuestos para identificar agentes que perturben los efectos mediados por ActRIIB sobre el crecimiento del hueso,
el cartilago, el musculo, la grasa y/o las neuronas. El ensayo se puede llevar a cabo para detectar e identificar
compuestos que inhiban o reduzcan especificamente la unién de un polipéptido ActRIIB a su contraparte de unién,
como un ligando de ActRIIB (por ejemplo, activina, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). Alternativamente, el ensayo se
puede usar para identificar compuestos que aumenten la union de un polipéptido ActRIIB a su proteina de union
como un ligando de ActRIIB. Los compuestos se pueden identificar por su capacidad de interaccionar con un
polipéptido ActRIIB.

Diversos formatos de ensayo seran suficientes y, a la luz de la divulgacién de la presente, los que no estan
expresamente descritos en este documento seran no obstante entendidos 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 titulo pueden ser biomoléculas de
origen natural, sintetizadas in vivo o in vitro. Los compuestos (farmacos) que se van a analizar en cuanto a su
capacidad 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 pequefias, incluidos peptidomiméticos), o producidos recombinantemente. Los compuestos de prueba
considerados en este documento incluyen moléculas organicas no peptidilicas, péptidos, polipéptidos,
peptidomiméticos, azucares, hormonas y moléculas de acido nucleico. El agente de prueba puede ser una molécula
organica pequefia con un peso molecular inferior a aproximadamente 2000 Dalton.

Los compuestos de prueba se pueden proporcionar como entidades discretas, individuales, o en bibliotecas de
mayor complejidad, como las elaboradas por quimica combinatoria. Esas bibliotecas pueden comprender, por
ejemplo, alcoholes, haluros 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 derivatizacién incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina,
proteina verde fluorescente, isétopos, polihistidina, perlas magnéticas, glutation S transferasa (GST), reticulantes
fotoactivables o combinaciones de éstos.

En muchos programas de cribado de farmacos que analizan bibliotecas de compuestos y extractos naturales, son
deseables ensayos de prueba de alto rendimiento para maximizar el numero 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 tamices "primarios" en
cuanto a que se pueden generar para permitir el desarrollo rapido y la deteccion relativamente facil de una alteracion
en un objetivo molecular que es mediada por un compuesto de prueba. Por otra parte, los efectos de la toxicidad
celular o la biodisponibilidad del compuesto de prueba en general pueden ser ignorados 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 union entre un polipéptido ActRIIB y su proteina de union (por ej. un
ligando de ActRIIB).

Meramente para ilustrar, en un ejemplo de ensayo de investigacién, el compuesto de interés se pone en contacto
con un polipéptido ActRIIB aislado y purificado que es normalmente capaz de unirse a un ligando de ActRIIB, segun
sea conveniente para la intencién del ensayo. A la mezcla del compuesto y el polipéptido ActRIIB se le agrega
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después una composicion que contenga un ligando de ActRIIB. La deteccion y la cuantificacion de complejos
ActRIIB/ligando de ActRIIB proporciona un medio para determinar la eficacia del compuesto para inhibir (o potenciar)
la formacion del complejo entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de union. 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 un ligando de ActRIIB aislado y
purificado a una composicién que contiene el polipéptido ActRIIB, y se cuantifica la formacion del complejo
ActRIIB/ligando de ActRIIB en ausencia del compuesto de prueba. Se entendera que, en general, el orden en el que
se pueden mezclar los reactivos puede variar y que se pueden mezclar simultaneamente. 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.

La formacién de complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de unién se puede detectar mediante diversas
técnicas. Por ejemplo, se puede cuantificar la modulacién de la formacién de complelos utilizando, por ejemplo,
proteinas marcadas detectablemente, por ejemplo, radiomarcadas (p. e€j., p g Yc o 3H), marcadas
fluorescentemente (por ejemplo, FITC), o polipéptido ActRIIB o su proteina de unibn marcados enzimaticamente,
mediante inmunoensayo, o por deteccion cromatografica.

Se pueden usar ensayos de polarizacion de la fluorescencia y ensayos de transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) midiendo, directa o indirectamente, el grado de interaccidon entre un polipéptido ActRIIB y su
proteina de unién. Ademas, otros modos de deteccidon, como los basados en guias de onda opticas (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 muchos métodos.

Por ofra parte, la presente divulgacion contempla el uso de un ensayo de trampa de interaccion, también conocido
como el "ensayo de dos hibridos," para identificar agentes que interrumpen o potencian la interacciéon entre un
polipéptido ActRIIB y su proteina de unién. Véase por ejemplo, la patente de Estados Unidos 5,283,317; Zervos et
al., (1993) Cell 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). Se pueden utilizar sistemas de dos hibridos inversos
para identificar compuestos (por ej., moléculas pequefias o péptidos) que disocian las interacciones entre un
polipéptido ActRIIB y su proteina de union. Véase por ejemplo, Vidal y Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29;
Vidal y Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; y las patentes de los Estados Unidos N° 5,525,490; 5,955,280;
y 5,965,368.

Los compuestos en cuestion se pueden identificar por su capacidad para interaccionar con un polipéptido ActRIIB de
la invencion. La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRIIB 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-reticulacion, unién al 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 ActRIIB. Esto puede incluir un evento de
union en fase sdlida o fase liquida. Alternativamente, el gen que codifica un polipéptido ActRIIB se puede
transinfectar con un sistema reportero (p. €j., B-galactosidasa, luciferasa o proteina verde fluorescente) en una célula
y cribar contra la biblioteca, preferentemente mediante un ensayo de cribado de alto rendimiento o con miembros
individuales de la biblioteca. Se pueden usar otros ensayos de unién basados en mecanismos, por ejemplo, ensayos
de unién 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, fluorescencia o resonancia de plasmones
superficiales.

En este documento se dan a conocer métodos y agentes para estimular el crecimiento del musculo y el aumento de
la masa muscular, por ejemplo, antagonizando las funciones de un polipéptido ActRIIB y/o de un ligando de ActRIIB.
Por consiguiente, cualquier compuesto identificado puede ser analizado en células enteras o tejidos, in vitro o in
vivo, para confirmar su capacidad de modular el crecimiento muscular. Se pueden utilizar varios métodos conocidos
en el area con este propésito. Por ejemplo, se realizan métodos en los que la transduccion de la sefial a través de
una proteina ActRIIB activada por unién a un ligando de ActRIIB (por ej., GDF8) ha sido reducida o inhibida. Se
reconocera que el crecimiento del tejido muscular en el organismo daria lugar a un aumento de la masa muscular en
el organismo en comparacién con la masa muscular de un organismo correspondiente (o poblacién de organismos)
en el cual la transduccion de la sefal a través de una proteina ActRIIB no ha sido afectada de esa manera.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRIIB o los compuestos de prueba sobre la proliferacion de las células
musculares se puede determinar midiendo la expresidon génica de Pax-3 y Myf-5 que se asocian a la proliferacion de
células midgenas y la expresiéon génica de MyoD que se asocia a la diferenciaciéon muscular (por ej., Amthor et al.,
Dev Biol. 2002, 251:241-57). Se sabe que GDF8 disminuye reguladamente la expresién génica de Pax-3 y Myf-5 y
previene la expresion génica de MyoD. Se espera que los polipéptidos ActRIIB o los compuestos de prueba
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antagonicen esta actividad de GDF8. Otro ejemplo de analisis a base de células incluye medir la proliferacion de
mioblastos como mioblastos C(2)C(12) en presencia de los polipéptidos ActRIIB o los compuestos de prueba (por
ej., Thomas et al., J Biol Chem. 2000, 275:40235-43).

En este documento se dan a conocer ensayos in vivo para medir la masa y la fuerza musculares. Por ejemplo,
Whittemore et al. (Biochem Biophys Res Commun. 2003, 300:965-71) dan a conocer un método para medir una
mayor masa de musculo esquelético y mayor fuerza de agarre en ratones. Opcionalmente, este método se puede
usar para determinar los efectos terapéuticos de compuestos de prueba (por ej., polipéptidos ActRIIB) en
enfermedades o afecciones musculares, por ejemplo aquellas enfermedades en que la masa muscular es limitante.

Se pueden proporcionar métodos y agentes para modular (estimular o inhibir) la formacién de hueso y aumentar la
masa 6sea. Por consiguiente, cualquier compuesto identificado puede ser analizado en células enteras o tejidos, in
vitro o in vivo, para confirmar su capacidad de modular el crecimiento de hueso o cartilago. Se pueden utilizar
diversos métodos conocidos en el area con este propdsito.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRIIB o los compuestos de prueba sobre el crecimiento del hueso o el
cartilago se puede determinar midiendo la induccion de Msx2 o la diferenciacion de las células osteoprogenitoras en
osteoblastos en ensayos a base de células (véase, por ej., Daluiski et al., Nat Genet. 2001, 27(1):84-8; Hino et al.,
Front Biosci. 2004, 9:1520-9). Otro ejemplo de analisis a base de células incluye el analisis de la actividad ostedgena
de los polipéptidos ActRIIB y los compuestos de prueba en células progenitoras mesenquimatosas y células
osteoblasticas. A titulo ilustrativo, se construyeron adenovirus recombinantes que expresan un polipéptido ActRIIB
para infectar células progenitoras mesenquimatosas pluripotentes C3H10T1/2, células preosteoblasticas C2C12 y
células osteoblasticas TE-85. La actividad ostedgena se determina después midiendo la induccién de la fosfatasa
alcalina, la osteocalcina y la mineralizacion de la matriz (véase, por ej., Cheng et al., J bone Joint Surg Am. 2003,
85-A(8):1544-52).

También se contemplan ensayos in vivo para medir el crecimiento del hueso o el cartilago. Por ejemplo, Namkung-
Matthai et al., Bone, 28:80-86 (2001) dan a conocer un modelo en ratas osteoporéticas en el que se estudia la
reparacion 6sea durante el periodo temprano posterior a la fractura. Kubo et al., Steroid Biochemistry & Molecular
Biology, 68:197-202 (1999) también dan a conocer un modelo en ratas osteoporéticas en el que se estudia la
reparacion 6sea en el periodo tardio posterior a la fractura. Estas referencias dan a conocer un modelo en ratas para
estudiar la fractura ésea osteoporotica. La presente divulgacion hace uso de ensayos de consolidacion de fractura
conocidos en el area. Estos ensayos incluyen técnica de fractura, analisis histolégico y analisis biomecanico, que se
describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 6,521,750, que da a conocer protocolos experimentales
para causar, asi como para medir la magnitud de, las fracturas, y el proceso de reparacion.

En este documento se dan a conocer métodos y agentes para controlar el aumento de peso y la obesidad. A nivel
celular, la proliferacion y diferenciacion de los adipocitos es fundamental en el desarrollo de obesidad, que conduce
a la generacién de células grasas adicionales (adipocitos). Por consiguiente, cualquier compuesto identificado puede
ser analizado en células enteras o tejidos, in vitro o in vivo, para confirmar su capacidad de modular la adipogénesis
midiendo la proliferacion o diferenciacion de los adipocitos. Se pueden utilizar diversos métodos conocidos en el
area con este propésito. Por ejemplo, el efecto de un polipéptido ActRIIB (por €j., un polipéptido ActRIIB soluble) o
compuestos de prueba sobre la adipogénesis se puede determinar midiendo la diferenciacion de preadipocitos 3T3-
L1 en adipocitos maduros en ensayos a base de células, por ejemplo, observando la acumulacién de triacilglicerol
en vesiculas tefiidas con rojo O al aceite y por la aparicion de ciertos marcadores de adipocitos como FABP
(aP2/422) y PPARy2. Véase, por ejemplo, Reusch et al., 2000, Mol Cell Biol. 20:1008-20; Deng et al., 2000,
Endocrinology. 141:2370-6; Bell et al., 2000, Obes Res. 8:249-54. Otro ejemplo de ensayo a base de células incluye
analizar el papel de los polipéptidos ActRIIB y los compuestos de prueba en la proliferacion de los adipocitos o las
células precursoras de adipocitos (por ej., células 3T3-L1), por ejemplo, monitoreando las células positivas a
bromodesoxiuridina (BrdU). Véase, por ejemplo, Pico et al., 1998, Mol Cell Biochem. 189:1-7; Masuno et al., 2003,
Toxicol Sci. 75:314-20.

Se entiende que los ensayos de cribado dados a conocer aplican no sélo a los polipéptidos ActRIIB y las variantes
de los polipéptidos ActRIIB, sino a todos los compuestos de prueba, incluidos agonistas y antagonistas de los
polipéptidos ActRIIB. Ademas, estos ensayos de cribado son Utiles para la verificacion del objetivo del farmaco y a
efectos del control de calidad.

6. Ejemplos de usos terapéuticos

Las composiciones (por €j., los polipéptidos ActRIIB) de la presente invencidon se pueden usar para tratar o prevenir
una enfermedad o afeccién asociada a una actividad anémala de un polipéptido ActRIIB y/o de un ligando de
ActRIIB (por ej., GDF8). Estas enfermedades, trastornos o afecciones se denominan generalmente “afecciones
asociadas a ActRIIB”. En este documento se dan a conocer métodos para el tratamiento o la prevencion de un
individuo que lo necesita mediante la administracion al individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
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polipéptido ActRIIB como el descrito antes. Estos métodos apuntan particularmente a tratamientos terapéuticos y
profilacticos de animales, y mas particularmente, de humanos.

Segun se usa en este documento, un agente terapéutico que "previene", un trastorno o una afeccioén 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 sin tratar, o retrasa la aparicion o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del
trastorno o la afeccion en relacion con la muestra testigo. El término "tratar" seguin se usa en este documento incluye
la profilaxis de la afeccion mencionada o la mejoria o eliminacion de la afecciéon una vez que se ha instalado.

Los complejos ActRIIB/ligando de ActRIIB desempefian papeles fundamentales en el crecimiento del tejido asi como
en procesos de desarrollo temprano como la formaciéon correcta de diversas estructuras o en una o mas
capacidades post desarrollo como el desarrollo sexual, la produccién de hormona hipofisaria y la creacién de hueso
y cartilago. Por lo tanto, las afecciones asociadas a ActRIIB incluyen crecimiento anémalo de tejido y defectos de
desarrollo. Ademas, las afecciones asociadas a ActRIIB incluyen, pero no exclusivamente, trastornos de la
proliferacién y diferenciaciéon celulares como inflamacion, alergia, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
infecciosas y tumores.

Los ejemplos de afecciones asociadas a ActRIIB incluyen trastornos neuromusculares (por e€j., distrofia muscular y
atrofia muscular), enfermedad pulmonar obstructiva congestiva (y atrofia muscular progresiva asociada a EPOC),
sindrome de degeneracién muscular, sarcopenia, caquexia, trastornos del tejido adiposo (por €j., obesidad),
diabetes tipo 2 y enfermedad degenerativa 6sea (por €j., osteoporosis). Otros ejemplos de afecciones asociadas a
ActRIIB incluyen trastornos musculodegenerativos y neuromusculares, reparacion tisular (por €j., cicatrizacion de
heridas), enfermedades neurodegenerativas (por e€j., esclerosis lateral amiotrofica), trastornos inmunitarios (por e€j.,
trastornos relacionados con la proliferacién o funcién anémala de los linfocitos) y obesidad o trastornos relacionados
con la proliferacion anormal de adipocitos.

En ciertas realizaciones, las composiciones (por €j., polipéptidos ActRIIB solubles) de la invencién se usan como
parte de un tratamiento para una distrofia muscular. La expresion “distrofia muscular” se refiere a un grupo de
enfermedades musculares degenerativas caracterizadas por un debilitamiento y un deterioro graduales de los
musculos esqueléticos y algunas veces de los musculos cardiaco y respiratorios. Las distrofias musculares son
trastornos genéticos caracterizados por la atrofia y la debilidad musculares progresivas que comienzan con cambios
microscopicos en el musculo. A medida que los musculos se degeneran la fuerza muscular de la persona disminuye.
Los ejemplos de distrofias musculares que se pueden tratar con un régimen que incluya los polipéptidos ActRIIB
comprenden: Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) Distrofia Muscular de Becker (BMD), Distrofia Muscular de
Emery-Dreifuss (EDMD), Distrofia Muscular de la cintura y las extremidades (LGMD), Distrofia Muscular
facioescapulohumeral (FSH o FSHD) (también conocida como Landouzy-Dejerine), Distrofia Mioténica (MMD)
(también conocida como enfermedad de Steinert), Distrofia Muscular Oculofaringea (OPMD), Distrofia Muscular
Distal (DD), Distrofia Muscular Congénita (CMD).

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) fue descrita por primera vez por el neurdlogo francés Guillaume Benjamin
Amand Duchenne en la década de 1860. La Distrofia Muscular de Becker (BMD) recibié el nombre luego que el
doctor aleman Peter Emil Becker, describié por primera vez esta variante de DMD en la década de 1950. La DMD es
una de las enfermedades hereditarias mas frecuentes en varones, que afecta a uno de cada 3500 nifios. La DMD se
produce cuando el gen de la distrofina, ubicado en el brazo corto del cromosoma X, se rompe. Puesto que los
hombres portan sélo una copia del cromosoma X, sélo tienen una copia del gen de la distrofina. Sin la proteina
distrofina, el musculo se dafa faciimente durante los ciclos de contraccion y relajacion. Si bien al comienzo de la
enfermedad el musculo compensa por regeneracion, mas adelante las células progenitoras del musculo no dan
abasto con el dafio continuo y el musculo sano es reemplazado por tejido fibro-graso no funcional.

La BMD es el resultado de diferentes mutaciones en el gen de la distrofina. Los pacientes con BMD tienen algo de
distrofina, pero o bien es insuficiente o es de mala calidad. Tener algo de distrofina evita que los musculos de las
personas con BMD degeneren tanto o tan rapidamente como los de las personas con DMD.

Por ejemplo, investigaciones recientes demostraron que bloguear o eliminar la funcién de GDF8 (un ligando de
ActRIIB) in vivo puede tratar eficazmente al menos ciertos sintomas en los pacientes con DMD y BMD. Por lo tanto,
los polipéptidos ActRIIB en cuestion pueden actuar como inhibidores de GDF8 (antagonistas), y constituyen una
forma alternativa de bloquear las funciones de GDF8 y/o ActRIIB in vivo en los pacientes con DMD y BMD. Este
enfoque es confirmado y respaldado por los datos que se muestran aqui, mediante los cuales una proteina ActRIIB-
Fc ha demostrado aumentar la masa muscular en un modelo de distrofia muscular en raton.

De manera similar, los polipéptidos ActRIIB proporcionan un medio eficaz para aumentar la masa muscular en otras
enfermedades que necesitan crecimiento muscular. Por ejemplo, ALS, también denominada enfermedad de Lou
Gehrig (enfermedad de la neurona motora) es un trastorno del SNC crénico, incurable, que no se puede detener que
ataca a las neuronas motoras, componentes del SNC que conectan el cerebro con los musculos esqueléticos. En
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ALS, las neuronas motoras se deterioran y finalmente mueren, y aunque el cerebro de la persona normalmente
permanece completamente funcional y alerta, la orden del movimiento nunca alcanza los musculos. La mayoria de
las personas que padecen ALS tienen entre 40 y 70 afios de edad. Las primeras neuronas motoras que se debilitan
son las que conducen a los brazos o piernas. Las personas con ALS pueden tener dificultad para caminar, pueden
dejar caer las cosas, caerse, tener problemas para articular las palabras y reir o llorar descontroladamente.
Finalmente los musculos de las extremidades comienzan a atrofiarse por la falta de uso. Esta debilidad muscular se
tornara debilitante y la persona necesitara una silla de ruedas o sera incapaz de funcionar fuera de la cama. La
mayoria de los pacientes con ALS muere de insuficiencia respiratoria 0 de complicaciones de la respiracion asistida
como neumonia, 3 a 5 afios después del inicio de la enfermedad. Este enfoque es confirmado y respaldado por los
datos que se muestran aqui, mediante los cuales una proteina ActRIIB-Fc ha demostrado mejorar el aspecto, la
masa muscular y la vida Gtil de un modelo de ALS en ratén.

El aumento de masa muscular aumentada inducido por el polipéptido ActRIIB también podria beneficiar a aquellos
que sufren enfermedades de atrofia muscular progresiva. Gonzalez-Cadavid et al. (supra) informaron que esa
expresion de GDF8 se correlaciona inversamente con la masa exenta de grasa en los seres humanos y que la
mayor expresion del gen GDF8 se asocia a pérdida de peso en hombres con el sindrome consuntivo por SIDA.
Inhibiendo la funcion de GDF8 en pacientes con SIDA, al menos ciertos sintomas del SIDA se pueden aliviar, si no
eliminar completamente, mejorando por lo tanto significativamente la calidad de vida de los pacientes con SIDA.

Puesto que la pérdida de la function de GDF8 (un ligando de ActRIIB) también se asocial con pérdida de grasa sin
disminucion de la ingesta de nutrientes (Zimmers et al., supra; McPherron y Lee, supra), los polipéptidos ActRIIB en
cuestién se pueden utilizar ademas como agentes terapéuticos para retrasar o prevenir la aparicién de obesidad y
diabetes tipo Il. Este enfoque es confirmado y respaldado por los datos que se muestran en este documento,
mediante los cuales se demostré que la proteina ActRIIB-Fc mejora el estado metabdlico en ratones obesos.

El sindrome de anorexia-caquexia del cancer es uno de los aspectos mas debilitantes y riesgosos para la vida del
cancer. La pérdida de peso progresiva en el sindrome de anorexia-caquexia del cancer es una caracteristica comun
de muchos tipos de cancer y es responsable no so6lo de una pobre calidad de vida y una mala respuesta a la
quimioterapia, sino también de un menor tiempo de supervivencia que el de pacientes con tumores comparables sin
pérdida de peso. Asociada a anorexia, pérdida de grasa y tejido muscular, angustia psicoldgica y una menor calidad
de vida, la caquexia surge de una interaccién compleja entre el cancer y el portador. Es una de las causas mas
comunes de muerte entre los pacientes con cancer y esta presente en el 80% de los pacientes en la muerte. Es un
ejemplo complejo de caos metabdlico que afecta a las proteinas, los carbohidratos y el metabolismo de las grasas.
Los tumores producen anomalias tanto directas como indirectas, que resultan en anorexia y pérdida de peso. En la
actualidad, no existe tratamiento para controlar o revertir el proceso. El sindrome de anorexia-caquexia del cancer
afecta la produccion de citocinas, la liberacion de factores que movilizan los lipidos e inducen la protedlisis, y
alteraciones en el metabolismo intermediario. Aunque la anorexia es comun, sélo la menor ingesta de alimentos es
incapaz de justificar los cambios en la composicion corporal de los pacientes con cancer, y aumentar la ingesta de
nutrientes no puede revertir el sindrome consuntivo. Se debe sospechar que existe caquexia en pacientes con
cancer si se produce una pérdida de peso involuntaria de mas de cinco por ciento del peso premdérbido en un
periodo de seis meses.

Dado que se encontré que la sobreexpresion sistémica de GDF8 en ratones adultos induce pérdida profunda de
musculo y grasa, analoga a la que se observa en los sindromes de caquexia humanos (Zimmers et al., supra), los
polipéptidos ActRIIB como composiciones farmacéuticas pueden ser usados beneficiosamente para prevenir, tratar o
aliviar los sintomas del sindrome de caquexia, cuando se desea crecimiento muscular.

En este documento se dan a conocer métodos para inducir la formacién de hueso y/o cartilago, prevenir la pérdida
Osea, aumentar la mineralizacién 6sea o prevenir la desmineralizacion 6sea. Por ejemplo, los polipéptidos y
compuestos ActRIIB tienen aplicacion en el tratamiento de la osteoporosis y la consolidacion de fracturas 6seas y
defectos del cartilago en los seres humanos y otros animales. Los polipéptidos ActRIIB pueden ser utiles en
pacientes a los que se les diagnosticé una baja densidad 6sea subclinica, como medida de proteccion contra la
aparicion o el avance de la osteoporosis.

Los métodos y las composiciones dados a conocer en este documento pueden encontrar utilidad médica en la
consolidacion de fracturas 6seas y defectos del cartilago en los seres humanos y otros animales. Dichos métodos y
composiciones también pueden tener uso profilactico en reduccién de fracturas tanto abiertas como cerradas asi
como en la mejor fijacion de articulaciones artificiales. La formacién dsea de novo inducida por un agente osteégeno
contribuye a la reparacion de defectos craneofaciales congénitos, inducidos por traumatismo o por reseccion
oncoldgica, y también es util en cirugia plastica. Ademas, los métodos y las composiciones dados a conocer en este
documento se pueden utilizar en el tratamiento de enfermedad periodontal y en otros procesos de reparacion
dentales. En ciertos casos, los polipéptidos ActRIIB pueden proporcionar un entorno que atraiga osteoblastos,
estimule la proliferacién de osteoblastos o induzca la diferenciacion de los progenitores de los osteoblastos. Los
polipéptidos ActRIIB también pueden ser utiles en el tratamiento de la osteoporosis. Ademas, los polipéptidos
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ActRIIB se pueden utilizar en la reparacion de defectos del cartilago y la prevencion/inversién de la osteoartritis.

La presente divulgacién da a conocer un método y una composicién terapéuticos para reparar fracturas y otras
afecciones relacionadas con defectos del cartilago y/o el hueso o enfermedades periodontales. Ademas se
proporcionan métodos y composiciones terapéuticos para la cicatrizacién de heridas y la reparacién de tejidos. Los
tipos de heridas incluyen, pero no exclusivamente, quemaduras, incisiones y Ulceras. Véase por ej., la publicacion
PCT N° WO84/01106. Dichas composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno de
los polipéptidos ActRIIB mezclado con un vehiculo, portador o matriz farmacéuticamente aceptable.

Los métodos y las composiciones dados a conocer en este documento se pueden aplicar a afecciones que causan
pérdida de hueso como osteoporosis, hiperparatiroidismo, enfermedad de Cushing, tirotoxicosis, estado diarreico
cronico o malabsorcién, acidosis tubular renal o anorexia nerviosa. Muchas personas saben que ser mujer, tener un
bajo peso corporal y llevar un estilo de vida sedentario son factores de riesgo de osteoporosis (pérdida de densidad
mineral 6ésea que conduce a riesgo de fracturas). Sin embargo, la osteoporosis puede ser el resultado del uso a
largo plazo de ciertos medicamentos. La osteoporosis como resultado de farmacos u otra afeccién médica se
conoce como osteoporosis secundaria. En una afeccion conocida como enfermedad de Cushing, la cantidad de
cortisol en exceso producida por el organismo da como resultado osteoporosis y fracturas. Los medicamentos mas
comunes asociados a una osteoporosis secundaria son los corticoesteroides, una clase de farmacos que actdan
como el cortisol, una hormona producida naturalmente por las glandulas suprarrenales. Aunque son necesarios
niveles adecuados de hormonas tiroideas (que son producidas por la glandula tiroides) para el desarrollo del
esqueleto, el exceso de hormonas tiroideas puede disminuir la masa 6sea con el paso del tiempo. Los antiacidos
que contienen aluminio pueden producir pérdida ésea cuando son ingeridos en dosis altas por personas con
problemas renales, particularmente las personas sometidas a dialisis. Otros medicamentos que pueden causar
osteoporosis secundaria incluyen fenitoina (Dilantin) y barbituratos que se usan para evitar las convulsiones;
metotrexato (Rheumatrex, Immunex, Folex PFS), un farmaco para algunas formas de artritis, cancer y trastornos
inmunitarios; ciclosporina (Sandimmune, Neoral), un farmaco utilizado para tratar algunas enfermedades
autoinmunitarias y para suprimir el sistema inmunitario en pacientes con trasplante de érganos; hormona liberadora
de la hormona luteinizante (Lupron, Zoladex), utilizada para tratar el cancer de préstata y la endometriosis; heparina
(Calciparine, Liquaemin), un medicamento anticoagulante; y colestiramina (Questran) y colestipol (Colestid),
utilizados para tratar la hipercolesterolemia. La enfermedad de las encias causa pérdida ésea porque esas bacterias
dafinas en nuestras bocas fuerzan a nuestros organismos a defenderse contra ellas. Las bacterias producen toxinas
y enzimas bajo la encia, causando una infeccion cronica.

Ademas se proporcionan métodos y agentes terapéuticos para tratar enfermedades o trastornos asociados a un
crecimiento 6seo andmalo o indeseado. Por ejemplo, los pacientes que tienen la enfermedad conocida como
Fibrodisplasia Osificante Progresiva (FOP) desarrollan un "segundo esqueleto” anormal que impide cualquier
movimiento. Por otra parte, se puede producir crecimiento 6seo anémalo luego de una cirugia de reemplazo de
cadera y esto arruina el resultado quirdrgico. Este es un ejemplo mas comun de crecimiento 6seo patoldgico y una
situacion en la cual los métodos y las composiciones en cuestion pueden ser terapéuticamente utiles. Los mismos
métodos y composiciones también puede ser Utiles para tratar otras formas de crecimiento éseo anémalo (por e€j.,
crecimiento patolégico del hueso luego de traumatismo, quemaduras o lesion de la médula 6sea), y para tratar o
prevenir las afecciones indeseables asociadas al crecimiento anémalo del hueso observadas en relacion con el
cancer prostatico metastasico o el osteosarcoma. Los ejemplos de estos agentes terapéuticos incluyen, pero no
exclusivamente, los polipéptidos ActRIIB que antagonizan la funciéon de un ligando de ActRIIB (por ej., BMP7), los
compuestos que interrumpe la interaccion entre un ActRIIB y su ligando (por e€j., BMP7), y los anticuerpos que se
unen especificamente a un receptor ActRIIB de modo que un ligando de ActRIIB (por ej., BMP7) no se pueda unir al
receptor ActRIIB.

También se dan a conocer en este documento composiciones y métodos para regular el contenido de grasa corporal
en un animal y para tratar y prevenir afecciones relacionadas con ello, y particularmente, afecciones que
comprometen la salud relacionadas con ello.

Regular (controlar) el peso corporal puede referirse a reducir o aumentar el peso corporal, disminuir o incrementar la
velocidad de aumento de peso, o incrementar o disminuir la velocidad de pérdida de peso, y también incluye
mantener activamente, o no cambiar significativamente, el peso corporal (por ej., frente a influencias externas o
internas que de lo contrario podrian aumentar o disminuir el peso corporal). El peso corporal se puede regular
administrando a un animal (por ej., un ser humano) que lo necesita un polipéptido ActRIIB.

Asimismo se dan a conocer en este documento métodos y compuestos para reducir el peso corporal y/o reducir el
aumento de peso en un animal, y mas particularmente, para tratar o mejorar la obesidad en pacientes que corren
riesgo de sufrir o que sufren de obesidad. Se dan a conocer métodos y compuestos para tratar un animal que es
incapaz de aumentar o mantener el peso (por ej., un animal con un sindrome consuntivo). Dichos métodos son
eficaces para aumentar el peso y/o la masa corporales, o para reducir la pérdida de peso y/o de masa, o para
mejorar afecciones asociadas a, o causadas por, un peso y/o una masa corporales indeseablemente bajos (por €j.,
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no saludables).

Otros trastornos, incluida la hipercolesterolemia, que se pueden tratar con las proteinas ActRIIB se describen en los
ejemplos.

7. Composiciones farmacéuticas

En ciertas realizaciones, los compuestos (por ej., los polipéptidos ActRIIB) de la presente invencién se formulan con
un portador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB se puede administrar solo o como un
componente de una formulaciéon farmacéutica (composicion terapéutica). Dichos compuestos se pueden formular
para la administracién de cualquier manera conveniente para el uso en humanos o en medicina veterinaria.

En ciertas realizaciones, la composicion se puede administrar por via tépica, sistémica o local, en un implante o
dispositivo. Cuando se administra, la composicién terapéutica para usar en esta invencion es, por supuesto, en una
forma fisiologicamente aceptable, apirégena. Ademas, convenientemente la composiciéon se puede encapsular o
inyectar en una forma viscosa para la administracién a un sitio deseado de un tejido (por ej., hueso, cartilago,
musculo, grasa o neuronas), por ejemplo, un sitio que tenga un dafio tisular. La administracion topica puede ser
adecuada para la curacion de heridas y la reparacion de tejidos. En los métodos de la invencion, otros agentes
terapéuticamente utiles distintos de los polipéptidos ActRIIB que también pueden ser incluidos en la composicion,
como se describid antes, se pueden administrar, alternativa o adicionalmente, simultanea o consecutivamente, con
los compuestos en cuestion (por ej., polipéptidos ActRIIB).

En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencién pueden incluir una matriz capaz de liberar uno
0 mas compuestos terapéuticos (por ej., polipéptidos ActRIIB) a un sitio deseado de un tejido (por ejemplo, hueso),
proporcionando una estructura para el tejido en desarrollo y 6ptimamente capaz de ser reabsorbida en el organismo.
Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacién lenta de los polipéptidos ActRIIB. Dichas matrices se
pueden elaborar de materiales actualmente en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

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 en
cuestion 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 por proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras matrices
posibles son no biodegradables ni quimicamente definidas, como hidroxiapatita sinterizada, biovidrio, aluminatos u
otras ceramicas. Las matrices pueden estar compuestas por combinaciones de cualquiera de los tipos de materiales
mencionados antes, 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 tamario 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, sellos, pildoras, comprimidos, pastillas (utilizando una base sabor izada, generalmente sacarosa
y acacia o tragacanto), polvos, granulos, 0 como una solucién o una suspensién en un liquido acuoso 0 no acuoso, o
como una emulsién 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 agente como principio activo. Un agente también se puede administrar como un
bolo, remedio edulcorado 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 portadores farmacéuticamente aceptables, como citrato de sodio, fosfato dicalcico, o cualquiera de los
siguientes: (1) rellenos o diluyentes, como almidoén, 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) retardantes de la solucion, como vaselina; (6)
aceleradores de la absorcidon, 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 solidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de
estos; y (10) colorantes. En el caso de las capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas
también pueden incluir tampones. También se pueden emplear composiciones soélidas similares 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 administracién oral incluyen, emulsiones microemulsiones, soluciones,
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suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del principio activo, las formas
farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados corrientemente 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 algodon, mani, maiz, germen de trigo, oliva, ricino y sésamo), glicerol, tetrahidrofurfurol, polietilenglicoles y
ésteres de acidos grasos de sorbitan, y sus mezclas. Aparte de los diluyentes inertes, las composiciones orales
también pueden contener 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, polioxietilen sorbitol, y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita,
agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Ciertas composiciones dadas a conocer aqui se pueden administrar tépicamente, ya sea en la piel o en las
membranas mucosas. Las formulaciones topicas pueden contener ademas uno o mas de una amplia gama de
agentes que se sabe que son eficaces como potenciadores de la penetracién de la piel o el estrato corneo. Los
ejemplos de estos son 2-pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona, dimetilacetamida, dimetilformamida, propilenglicol, alcohol
metilico o isopropilico, dimetilsulféxido y azona. También se pueden incluir otros agentes para obtener una
formulacion aceptable para uso cosmético. Los ejemplos de estos son grasas, ceras, aceites, tinturas, fragancias,
conservantes, estabilizantes y tensioactivos. También se pueden incluir agentes queratoliticos como los conocidos
en el area. Los ejemplos son acido salicilico y azufre.

Las formas farmacéuticas para administraciéon tépica o transdérmica incluyen polvo, aerosoles, pomadas, pastas,
cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. El principio activo se puede mezclar en condiciones
asépticas con un portador farmacéuticamente aceptable y con cualquier conservante, tampén o propelente que
pueda ser necesario. Las pomadas, las pastas, las cremas y los geles pueden contener ademas del compuesto de la
invencion (por ej., un polipéptido ActRIIB), excipientes, como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, vaselinas,
almidoén, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonita, acido silicico, talco y éxido de
zinc, o sus mezclas.

Los polvos y los aerosoles pueden contener, ademas del compuesto en cuestion, excipientes como lactosa, talco,
acido silicico e hidréxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o mezclas de estas sustancias. Los
aerosoles pueden contener ademas propelentes corrientes, como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles
no sustituidos, como butano y propano.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral pueden
contener uno o mas polipéptidos ActRIIB en combinacion 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, tampones, bacteriostaticos, solutos que tornan la formulacién isotdnica 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 invencién 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.

Las composiciones de la invencion también pueden contener adyuvantes, como conservantes, humectantes,
emulsionantes y dispersantes. La prevencion de la accion de microorganismos se puede asegurar incluyendo
diversos antibidticos y antifungicos, por ejemplo parabeno, clorobutanol, acido fenol soérbico y analogos. También
puede ser deseable incluir en las composiciones agentes isotdnicos, como azucares, cloruro de sodio y analogos.
Ademas, la absorcidon prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede lograr mediante la inclusion de
agentes que retarden la absorcién, como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que el régimen de dosificacion sera determinado por el médico tratante considerando diversos factores
que modifican la acciéon de los compuestos de la invencién (por ej., polipéptidos ActRIIB). Los diversos factores
dependeran de la enfermedad a tratar. En el caso de trastornos musculares, los factores pueden incluir, pero no
exclusivamente, la cantidad de masa muscular que se desea formar, los musculos mas afectados por la
enfermedad, el estado del musculo deteriorado, la edad, el género y la dieta del paciente, 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. El progreso se puede controlar mediante evaluaciones periddicas del crecimiento y/o
la reparacién muscular, por ejemplo, probando la fuerza, evaluando por resonancia magnética el tamarfio del
musculo y mediante andlisis de biopsias musculares.
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Se pueden administrar uno o mas de los polipéptidos ActRIIB, juntos (simultdineamente) o en momentos diferentes
(secuencialmente o superpuestos). Ademas, los polipéptidos ActRIIB se pueden administrar con otro tipo de agentes
terapéuticos, por ejemplo, un inductor de cartilago, un osteoinductor, un inductor muscular, un reductor de grasa, o
un inductor de neuronas. Los tipos de compuestos se pueden administrar simultaneamente o en momentos
diferentes. Se espera que los polipéptidos ActRIIB de la invencién puedan actuar de concierto con o quizas
sinérgicamente, con otro agente terapéutico.

En un ejemplo especifico, se describieron diversos factores osteogénicos, inductores de cartilago y osteoinductores,
particularmente bisfosfonatos. Véase por e€j., las solicitudes de Patente Europea 148,155 y 169,016. Por ejemplo,
otros factores que se pueden combinar con los polipéptidos ActRIIB en cuestidon incluyen diversos factores del
crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
los factores de crecimiento transformantes (TGF-a y TGF-f), y el factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF).

También se da a conocer una genoterapia para la produccién in vivo de los polipéptidos ActRIIB. Dicha terapia
lograria su efecto terapéutico mediante la introducciéon de secuencias del polinucleétido ActRIIB en las células o
tejidos que tienen los trastornos mencionados antes. La administracion de secuencias del polinucleétido ActRIIB se
puede lograr usando un vector de expresion recombinante como un virus quimérico o un sistema de dispersion
coloidal. Para la administracion terapéutica de las secuencias del polinucledtido ActRIIB se prefiere el uso de
liposomas dirigidos.

Los diversos vectores virales que se pueden utilizar para la genoterapia instruida en este documento incluyen
adenovirus, virus del herpes, vaccinia, o preferentemente, un virus de ARN como un retrovirus. Preferentemente, el
vector retroviral es un derivado de un retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores retrovirales en los cuales
se puede un uUnico gen extrafio 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 (RSV). Varios vectores retrovirales adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos
vectores pueden transferir o incorporar un gen de un marcador seleccionable de modo que se puedan identificar y
generar células transducidas. Se pueden preparar vectores retrovirales especificos para el objetivo, uniendo por
ejemplo un azucar, un glucolipido o una proteina. La administracion dirigida preferida se lleva a cabo utilizando un
anticuerpo. Los expertos en el area reconoceran que se pueden insertar secuencias especificas del polinucleétido
en el genoma retroviral o unir a una envoltura viral para permitir la administracion al objetivo especifico del vector
retroviral que contiene el polinucleétido ActRIIB. El vector se puede dirigir a las células o los tejidos del hueso, el
cartilago, el musculo o las neuronas.

Alternativamente, las células de cultivos tisulares se pueden transinfectar directamente con plasmidos que codifican
los genes estructurales retrovirales gag, pol y env, mediante transinfeccidén convencional con fosfato de calcio Estas
células se transinfectan después 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 administracién dirigida para los polinucleétidos ActRIIB es un sistema de dispersion coloidal. Los
sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, perlas, sistemas
a base de lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema
coloidal preferido puede ser un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales utiles como vehiculo
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 de forma biolégicamente activa (véase p. e€j., Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:17,
1981). Los métodos para la transferencia genética eficaz usando un vehiculo liposémico, son conocidos en el area,
véase por ej., Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988. La composicion del liposoma es habitualmente una
combinacién de fosfolipidos, generalmente en combinaciéon con esteroides, especialmente colesterol. También se
pueden usar otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza
ionica y la presencia de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos utiles en la produccion de liposomas incluyen compuestos fosfatidilo, como fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y ganglidsidos. Los fosfolipidos
ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearilfosfatidilcolina. La administracion
dirigida de liposomas también es posible basandose, por ejemplo, en la especificidad por un érgano, la especificidad
por una célula y la especificidad por un organelo, y es conocida en el area.

Ejemplos
La invencidén que se esta describiendo en general, se entendera mas facilmente por referencia a los ejemplos
siguientes, que se incluyen Unicamente con fines ilustrativos de ciertas realizaciones de la presente invencion y no

pretenden limitar la misma.

Ejemplo 1. Generacién de una proteina de fusion ActRlIIb-Fc.
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Los solicitantes construyeron una proteina de fusién ActRIIb soluble que tiene el dominio extracelular de ActRllb
humano fusionado a un dominio Fc humano o de ratén con un conector minimo (tres aminoacidos glicina) en medio.
Los constructos se mencionan como ActRIIb-hFc y ActRIIb-mFc, respectivamente.

A continuacién se muestra ActRIIb-hFc como se purificd de lineas celulares CHO (SEC. ID N°: 5)

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGC
WLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTG
GGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVITCVVVDVSHEDPEVKFNWYV

DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVSNKAIPVPIEKTIS

KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSIL SLSPGK

Las proteinas ActRIIb-hFc y ActRlIb-mFc se expresaron en lineas celulares CHO. Se consideraron tres secuencias
lider diferentes:

(i) Melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEC. ID N°: 7)
(ii) Activador del plasmindgeno tisular (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEC. ID N°: 8)
(iii) Nativa: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEC. ID N°: 9).
La forma elegida emplea la secuencia lider TPA y tiene la secuencia de aminoacidos sin procesar siguiente:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEG
EQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNF
CNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQ
DWILNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

Este polipéptido es codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente (SEC. ID N°: 10):

A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA GTCTTCGTTT

CGCCCGGCGC
ACTGGGAGCT
AGCGGCTGCA
AGGGCTGCTG
AGAACCCCCA
ATTTGCCAGA
GTGGTGGAAC
TCTTCCTCTT
CATGCGTGGT
ACGGCGTGGA
ACCGTGTGGT
AGTGCAAGGT
AAGGGCAGCC
AGAACCAGGT
AGTGGGAGAG
CCGACGGCTC

GGAACGTCTT
GCCTCTCCCT

CTCTGGGCGT
GGAGCGCACC
CTGCTACGCC
GCTAGATGAC
GGTGTACTTC
GGCTGGGGGC
TCACACATGC
CCCCCCAAAA
GGTGGACGTG
GGTGCATAAT

GGGGAGGCTG
AACCAGAGCG
TCCTGGCGCA
TTCAACTGCT
TGCTGCTGTG
CCGGAAGTCA
CCACCGTGCC
CCCAAGGACA
AGCCACGAAG
GCCAAGACAA

CAGCGTCCTC
CTCCAACAAA
CCGAGAACCA
CAGCCTGACC
CAATGGGCAG
CTTCTTCCTC

CTCATGCTCC
GTCTCCGGGT

ACCGTCCTGC
GCCCTCCCAG
CAGGTGTACA
TGCCTGGTCA
CCGGAGAACA
TATAGCAAGC

GTGATGCATG
AAATGA

AGACACGGGA
GCCTGGAGCG
ACAGCTCTGG
ACGATAGGCA
AAGGCAACTT
CGTACGAGCC
CAGCACCTGA
CCCTCATGAT
ACCCTGAGGT
AGCCGCGGGA
ACCAGGACTG
TCCCCATCGA
CCCTGCCCCC
AAGGCTTCTA
ACTACAAGAC
TCACCGTGGA

AGGCTCTGCA

GTGCATCTAC
CTGCGAAGGC
CACCATCGAG
GGAGTGTGTG
CTGCAACGAG
ACCCCCGACA
ACTCCTGGGG
CTCCCGGACC
CAAGTTCAAC
GGAGCAGTAC
GCTGAATGGC
GAAAACCATC
ATCCCGGGAG
TCCCAGCGAC
CACGCCTCCC
CAAGAGCAGG

CAACCACTAC

27

TACAACGCCA
GAGCAGGACA
CTCGTGAAGA
GCCACTGAGG
CGCTTCACTC
GCCCCCACCG
GGACCGTCAG
CCTGAGGTCA
TGGTACGTGG
AACAGCACGT
AAGGAGTACA
TCCAAAGCCA
GAGATGACCA
ATCGCCGTGG
GTGCTGGACT
TGGCAGCAGG

ACGCAGAAGA
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La secuenciacion N-terminal del material producido por las células CHO que revel6 una secuencia principal de -
GRGEAE (SEC. ID N° 11). Cabe destacar, que otros constructos informados en la bibliografia comienzan con una
secuencia -SGR...

La purificacién 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 con proteina A, cromatografia con sefarosa Q,
cromatografia con fenilsefarosa, cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia de intercambio catiénico. La
purificacion se pudo completar con filtracion viral e intercambio de tampon.

Las proteinas de fusion ActRIlb-Fc también se expresaron en células HEK293 y células y COS. Aunque el material
de todas las lineas celulares y condiciones de cultivo razonables proporcionaron proteina con actividad de
fabricacién de musculo in vivo, se observé variabilidad en la potencia quizas relacionada a la eleccion de la linea
celular y/o las condiciones de cultivo.

Ejemplo 2: Generacion de mutantes de ActRIlb-Fc

Los solicitantes generaron una serie de mutaciones en el dominio extracelular de ActRIIB y produjeron estas
proteinas mutantes como proteina de fusion soluble entre el dominio extracelular de ActRIIB y un dominio Fc. Por lo
tanto, la fusion ActRIlb-Fc de origen tiene la secuencia (porcidon Fc subrayada)(SEC. ID N°: 12):

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKG
CWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT
GGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTI
SKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSI TCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSILSLSPGK

Se introdujeron diversas mutaciones, incluidos truncamientos N- y C-terminales, en la proteina ActRIIB-Fc de origen.
Basandose en los datos presentados en el ejemplo 1, se espera que estos constructos, si se expresan con una lider
TPA, carezcan de serina N-terminal. Las mutaciones se generaron en el dominio extracelular de ActRIIB mediante
mutagénesis por PCR. Luego de la PCR, los fragmentos se purificaron a través de una columna Qiagen, se
digirieron con Sfol y Agel y se purificaron en gel. Estos fragmentos se ligaron en el vector de expresién pAlD4
(véase WO2006/012627) de modo que luego del ligamiento cred una quimera por fusién con IgG1 humana. Luego
de la transformacion en E. coli DH5 alfa, se picaron las colonias y se aislaron los ADN. Para los constructos murinos
(mFc), se sustituyé una IgG2a murina por la IgG1 humana. Se verific la secuencia de todos los mutantes.

Todos los mutantes se produjeron en células HEK293T por transinfeccion transitoria. En resumen, en un
centrifugador de 500 ml, se acondicionaron células HEK293T a una concentracion de 6 x 10° células/ml en medio
Freestyle (Invitrogen) en un volumen de 250 ml y se cultivaron durante toda la noche. Al dia siguiente, esas células
se trataron con complejo ADN:PEI (1:1) a una concentracion final de ADN de 0.5 ug/ml. Luego de 4 h, se agregaron
250 ml de medio y las células se cultivaron durante 7 dias. El medio acondicionado se recogié centrifugando las
células y concentrando.

Los mutantes se purificaron utilizando diversas técnicas, como, por ejemplo, columna de proteina A y se eluyeron
con tampon de glicina de pH bajo (3.0). Luego de la neutralizacién, éstos se dializaron contra PBS.

Los mutantes también se produjeron en células CHO con una metodologia similar.

Los mutantes se analizaron en ensayos de unién y/o bioensayos descritos mas adelante. En algunos casos, los
ensayos se realizaron con medio acondicionado en vez de con proteinas purificadas.

Ejemplo 3. Bioensayo para sefializacion mediada por GDF-11 y activina.

Se us6 un ensayo de gen reportero A-204 para evaluar los efectos de las proteinas ActRIIB-Fc sobre la sefializacion
por GDF-11 y activina A. Linea celular: rabdomiosarcoma humano (derivado de mdusculo). Vector reportero:
pGL3(CAGA)12 (descrito en Dennler et al, 1998, EMBO 17:3091-3100.) Véase Figura 5. El motivo CAGA12 esta
presente en los genes sensibles de TGF-Beta (gen PAI-1), por lo que este vector es de uso general para los factores
que sefalizan a través de Smad 2 y 3.

Dia 1: dividir las células A-204 en placas de 48 pocillos.
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Dia 2: transinfectar las células A-204 con 10 ug de pGL3(CAGA)12 o pGL3(CAGA)12(10 pug)+ pRLCMV (1 ug) vy
Fugene.

Dia 3: agregar factores (diluidos en medio + 0.1% de BSA). Los inhibidores necesitan ser preincubados con los
factores durante 1 h antes de agregarlos a las células. Seis horas mas tarde, enjuagar las células con PBS, y lisar
las células.

Esto es seguido del ensayo de Luciferasa. En ausencia de cualquier inhibidor, la activina A mostré 10 veces la
estimulacion de la expresion del gen reportero y una DEsy ~ 2 ng/ml. GDF-11: 16 veces estimulacion, DEsy: ~ 1.5
ng/ml.

ActRIIB(R64, 20-134) es un inhibidor potente de la actividad de la activina, GDF-8 y GDF-11, en este ensayo. En
este ensayo se analizaron también las variantes.

Ejemplo 4. Inhibicion de GDF-11 por los truncamientos N-terminal y C-terminal

Se generaron truncamientos en el extremo N-terminal y C-terminal de la porciéon ActRIIB de ActRIIB-Fc (R64, 20-
134) y se determind su actividad como inhibidores de GDF-11 y activina. Las actividades se muestran a continuacién
(medidas en medios acondicionados):

Truncamientos C-terminales de ActRIIb-hFc:

Clso (ng/mL)

GDF-11 Activina
ActRIIb-hFc (R64, 20-134) 45 22
ActRIIb-hFc (R64, 20-132) 87 32
ActRIlb-hFc (R64, 20-131) 120 44
ActRIlb-hFc (R64, 20-128) 130 158

Como se puede ver, los truncamiento de tres (que finalizan con...PPT), seis (que finalizan con...YEP) o mas
aminoacidos en el extremo C-terminal causa una disminucion de 3 veces o mas de la actividad de la molécula. El
truncamiento de los 15 aminoacidos finales de la porcion ActRIIB causa una pérdida de actividad mayor (véase
W02006/012627).

Los truncamientos amino terminales se hicieron en la proteina de origen de ActRllb-hFc (R64 20-131). Las
actividades se muestran a continuacion (medidas en medios acondicionados):

Truncamientos N-terminales de ActRIIb-hFc:

Clsg (ng/mL)

GDF-11 Activina
ActRIIb-hFc (R64, 20-131) (GRG...) 183 201
ActRIIb-hFc (R64, 21-131) (RGE...) 121 325
ActRIlb-hFc (R64, 22-131) (GEA...) 71 100
ActRIlb-hFc (R64, 23-131) (EAE...) 60 143
ActRIIb-hFc (R64, 24-131) (AET...) 69 105

En consecuencia, los truncamientos de dos, tres o cuatro aminoacidos del extremo N- terminal condujeron a la
producciéon de una proteina mas activa que las versiones con un dominio extracelular de longitud normal. Otros
experimentos muestran que un truncamiento de cinco aminoacidos, ActRIIb-hFc (R64, 25-131) tiene una actividad
equivalente a la de la forma sin truncamiento, y deleciones adicionales en el extremo N-terminal contindan
degradando la actividad de la proteina. Por consiguiente, los constructos optimos tendran un extremo C-terminal que
finalice entre los aminoacidos 133-134 de SEC. ID N°: 4 y un extremo N-terminal que comience en los aminoacidos
22-24 de SEC. ID N° 4. Un extremo N-terminal correspondiente a los aminoacidos 21 o 25 proporcionara una
actividad similar a la del constructo ActRIIb-hFc (R64, 20-134).
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Ejemplo 5. Variantes de ActRIIb-Fc, actividad a base de células.

La actividad de las proteinas ActRIIB-Fc se determind en un ensayo a base de células, segun se describe antes. Los
resultados se resumen en la tabla 1. Algunas variantes se analizaron en constructos de truncamiento C-terminal
diferentes. Como se traté antes, los truncamientos de cinco o quince aminoacidos causaron reduccién de la
actividad. Sorprendentemente, las variantes L79D y L79E mostraron una pérdida sustancial de la unién a activina
manteniendo casi toda la inhibicién natural de GDF-11.

Union de ActRIIB-Fc soluble a GDF11 y activina A:

Variaciones de |Porcion de ActRIIB (corresponde a los |Inhibicion de la | Inhibicion de la
ActRIIB-Fc aminoacidos de SEC. ID N°: 4) actividad de GDF11 actividad de activina
64R 20-134 +++ (aprox. 10° M K)) | +++ (aprox. 10° M K))
B4A 20-134 +++ (aprox. 10° M K;) |+ (aprox. 10° M K))
64R 20-129 +++ 4+

64R K74A 20-134 . F——

64R A24N 20-134 e+ +H

64R A24N 20-119 ++ ++

64R A24N K74A 20-119 + +

R64 L79P 20-134 + +

R64 L79P K74A 20-134 + +

R64 L79D 20-134 +++ +

R64 L79E 20-134 +++ +

R64K 20-134 . .

R64K 20-129 +++ +++

R64 P129S P130A 20-134 +++ +++

R64N 20-134 + +

+ Actividad pobre (aproximadamente 1x10® K))

++ Actividad moderada (aproximadamente 1x10” Ki)

+++ Actividad buena (natural) (aproximadamente 1x10°® Ki)
++++ Actividad mayor que la natural

Se evaluaron varias variantes con respecto a la vida media sérica en ratas ActRIIB(R64 20-134)-Fc tiene una vida
media sérica de aproximadamente 70 horas. ActRIIB(R64 A24N 20-134)-Fc tiene una vida media sérica de
aproximadamente 100-150 horas. La variante A24N tiene actividad en el ensayo a base de células (supra) y en los
ensayos in vivo (mas adelante) que son equivalentes a las de la molécula natural. Acoplada con la vida media mas
larga, esto significa que con el tiempo la variante A24N proporcionara mayor efecto por unidad de proteina que la
molécula natural.

Sorprendentemente, la introduccién de aminoacidos acidos (acido aspartico o glutamico) en la posicion 79 disminuyd
selectivamente la unién a activina manteniendo la unién a GDF11/GDF8. Como se trata mas adelante, las proteinas
ActRIIB-Fc naturales parecen tener efectos sobre tejidos distintos del muscular, algunos de los cuales pueden ser
indeseables. Segun se da a conocer en este documento, se espera que esos efectos se relacionen con los varios
ligandos diferentes que estan unidos a, y son inhibidos por, ActRIIB-Fc, incluida, quizas, la activina. Los datos
iniciales indican que, en los ratones, las variantes L79E y L79D tienen menores efectos sobre los tejidos diferentes
del muscular manteniendo simultdneamente sus efectos sobre el musculo. Aunque las variaciones de este tipo
pueden ser vistas como variantes de ActRIIB, se debe notar que estas proteinas ya no actian como verdaderos
receptores de activina, y por lo tanto el apodo "ActRIIB" es adecuado sélo como un indicador de la derivacion de
esos polipéptidos. Aunque los residuos acidos en la posiciéon 79 disminuyen la unién a activina mientras mantienen
la union a GDF11, otras alteraciones en esta posicidén no tienen este efecto. Un cambio L79A aumenta la unién a
activina con respecto a la unién a GDF11. Un cambio L79P disminuye tanto la unién a activina como a GDF11.
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Ejemplo 6. Unién a GDF-11 y activina A.

La unién de ciertas proteinas ActRIIB-Fc a los ligandos se analizé en un ensayo BiaCore™".

Las variantes de ActRIIB-Fc o la proteina natural se capturaron en el sistema usando un anticuerpo anti-hFc. Los
ligandos se inyectaron y se hicieron fluir sobre las proteinas receptor capturadas. Los resultados se resumen en las
tablas siguientes.

Especificidad de unién al ligando de variantes |IB.

GDF11
Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB-hFc (R64 20-134) 1.34e-6 1.13e-4 8.42e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20-134) 1.21 e-6 6.35e-5 5.19e-11
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20-134) 6.7e-5 4.39%e-4 6.55e-10
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20-134) 3.8e-5 2.74e-4 7.16e-10
ActRIIB-hFc (R64K 20-134) 6.77e-5 241e-5 3.56e-11

GDF8
Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB-hFc (R64 20-134) 3.69e-5 3.45e-5 9.35e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20-134)
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20-134) 3.85e-5 8.3e-4 2.15e-9
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20-134) 3.74e-5 9e-4 2.41e-9
ActRIIB-hFc (R64K 20-134) 2.25e-5 4.71e-5 2.1e-10
ActRIIB-hFc (R64K 20-129) 9.74e-4 2.09e-4 2.15e-9
ActRIIB-hFc (R64, P129S, P130R 20-134) 1.08e-5 1.8e-4 1.67e-9
ActRIIB-hFc (R64, K74A 20-134) 2.8e-5 2.03e-5 7.18e-11

Activina A

Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB-hFc (R64 20-134) 5.94e6 1.59e-4 2.68e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20-134) 3.34e6 3.46e-4 1.04e-10
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20-134) Baja union
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20-134) Baja union
ActRIIB-hFc (R64K 20-134) 6.82e6 3.25e-4 4.76e-11
ActRIIB-hFc (R64K 20-129) 7.46€6 6.28e-4 8.41 e-11
ActRIIB-hFc (R64, P129S, P130R 20-134) 5.02e6 4.17e-4 8.31e-11

Estos datos confirman los datos del ensayo a base de células, que demuestran que la variante A24N mantiene una
actividad de union al ligando que es similar a la de la molécula ActRIIb-hFc (R64 20-134), y que la molécula L79D o
L79E mantiene la union a miostatina y GDF11 pero muestra una notable disminucién (no cuantificable) de la unién a
activina A.

Se generaron y se analizaron otras variantes, como se informa en W02006/012627, utilizando ligandos acoplados al
dispositivo y receptor fluyendo sobre los ligandos acoplados. Mas adelante se reproduce una tabla de datos con
respecto a esas variantes:

Unidén de variantes de ActRIIB-Fc solubles a GDF11 y activina A (ensayo BiaCore)
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ActRIIB ActA GDF11

WT (64A) KD = 1.8e-7 M (+) KD = 2.6e-7 M (+)
WT (64R) n/a KD = 8.6e-8 M (+++)
+15tail KD ~2.6 -8 M (+++) KD = 1.9e-8 M (++++)
E37A * *

R40A - -

D54A - *

K55A ++ *

R56A * *

K74A KD =4.35e-9 M +++++ KD =5.3e-9 M +++++
K74Y * -

K74F * -

K74l * -

W78A * *

L79A + *

D80K * *

D80OR * *

D80A * *

D80F * *

D80G * *

D80OM * *

D8ON * *

D80l * -

F82A ++ -

* No se observé unién

-- < 1/5la union a WT
-~1/2la unién a WT
+WT

++ < 2x mayor union

+++ ~5x mayor unién
++++ ~10x mayor unién
+++++ ~ 40x mayor unién

Ejemplo 7: El efecto de las proteinas ActRIIB-Fc sobre la masa muscular en ratones silvestres.

Los solicitantes determinaron la capacidad de la proteina ActRIIB-Fc para aumentar la masa muscular en ratones
silvestres.

Se administré a ratones C57B110 (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) 2 veces/semana la proteina ActRIIB humana (R64
20-134) o la ActRIIB humana (K74A 20-134). Se realiz6 una resonancia magnética de los ratones el dia 0 y el dia 28
para determinar el cambio porcentual de la masa de tejido magro de todo el cuerpo. Los ratones tratados con
ActRIIB humana (R64 20-134)-Fc mostraron un aumento significativo de 31.1% en el tejido magro en comparacion
con el grupo de control con vehiculo. Los ratones tratados con la proteina ActRIIB humana (K74A 20-134)-Fc
mostraron un incrmento significativo en el aumento de masa de tejido magro en comparacién con la cohorte de
control, aunque en menor medida que el grupo tratado con ActRIIB humana (R64 20-134). En un estudio similar, los
ratones se trataron 2 veces/semana con PBS, 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg de ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc, por
via intraperitoneal. Al final del estudio, los musculos femorales, gemelos, pectorales y diafragma se disecaron y
pesaron. Los resultados se resumen en la tabla 3, a continuacion.

32



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 488 854 T3

Tabla 3: Pesos de los tejidos de ratones silvestres tratados con vehiculo y ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc
Tratados con vehiculo Gemelos (L+R) |Femorales (L+R) Pectorales (L+R) Diafragma

Promedio (gramos) + desviacion est. |0.306 + 0.020 0.187 £ 0.040 0.257 £ 0.020 0.076 + 0.020

MUACRIIB  (WT,  20-134)}-Fc - (10 | 5omelos (L+R) |Femorales (L+R) |Pectorales (L+R) | Diafragma

mg/kg)
Promedio (gramos) + desviacion est. |0.387 +0.010 0.241 £0.014 0.360 + 0.070 0.124 + 0.040
Prueba T valor p 0.0001 0.009 0.02 0.04

Como se muestra en la tabla 3, la proteina de fusion ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc aumenta significativamente la
masa muscular en ratones silvestres. En los ratones tratados con ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc, los musculos
gemelos aumentaron 26.5%, los musculos femorales aumentaron 28.9%, los musculos pectorales aumentaron
40.0%. También observamos cambios en el musculo diafragma que aumentd un 63% en comparaciéon con los
ratones de control tratados con vehiculo. La disminucién del musculo diafragma es una complicacién comun en
diversas distrofias musculares. Por lo tanto el aumento en el peso del diafragma observado después del tratamiento
con ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc podria tener importancia clinica.

Ejemplo 8: El efecto de las proteinas ActRIIB-Fc de vida media larga sobre la masa muscular en ratones silvestres.

Los solicitantes determinaron la capacidad de la variante de vida media larga de la proteina ActRIIB-mFc (R64,
A24N 20-134) para aumentar la masa muscular en ratones silvestres.

Se administré a ratones C57B110 (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) 2 veces/semana la proteina ActRIIB humana-mFc
(R64 20-134) o la ActRIIB humana-mFc (R64, A24N, 20-134). Se realiz6 una resonancia magnética de los ratones
en diversos puntos hasta el dia 25 para determinar el cambio porcentual de la masa de tejido magro en todo el
cuerpo. Ambas moléculas causaron aumentos equivalentes en el peso corporal total y las masas musculares,
variando los efectos sobre los musculos gemelos, femorales y pectorales entre 40 y 70% de aumento. Véanse las
figuras 5y 6.

Estos datos mostraron que la forma de mayor vida media de la molécula promueve el crecimiento muscular en un
estudio de corto plazo con una potencia equivalente a la de la molécula natural.

Ejemplo 9: El efecto de las proteinas ActRIIB-Fc con menor unién a activina sobre la masa muscular en ratones
silvestres.

Los solicitantes determinaron la capacidad de la variante de vida media larga de la proteina ActRIIB-mFc (R64, L79D
20-134) para aumentar la masa muscular en ratones silvestres.

Se administré a ratones C57B110 (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) 2 veces/semana la proteina ActRIIB humana-mFc
(R64 20-134) o la ActRIIB humana-mFc (R64, L79D 20-134). Se realizé una resonancia magnética de los ratones en
diversos puntos hasta el dia 24 para determinar el cambio porcentual de la masa de tejido magro de todo el cuerpo.
Los datos se muestran en la tabla siguiente.

Peso corporal dia 0 |Peso corporal dia |Gemelos (L+R) |Femorales (L+R) |Pecs (L+R)

(9 24 (g)
Mod. TBS (pp/v) 244+ 151 26.8+ 143 029+002  |0.17 £0.02 0.24+0.05
RE4, 20-134 (10 554 136 312+ 153 040*+0.02 | 0.24*+0.02 0.37* +0.07
mg/kg)
R64, L79D, 20-134 1,54, 190 28.1+164 032*£0.02  |0.20* +0.02 0.27+0.05
(10 mg/kg)

* p<0.05

Estos datos demuestran que la variante L79D (menor unién a activina A) de ActRIIB es activa in vivo para promover
el crecimiento muscular, sin embargo, la cantidad de crecimiento muscular es menor que para la ActRIIB natural.
Este efecto disminuido puede ser causado en parte por la ligera reduccién en la uniéon a miostatina o por la pérdida
de union a otro regulador negativo del crecimiento muscular, hasta ahora desconocido. Es muy deseable la
capacidad de estimular el crecimiento muscular sin afectar la sefalizacién de activina A porque la activina es una
molécula reguladora expresada ampliamente que se sabe que tiene efectos sobre el aparato reproductor, el hueso,
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el higado y muchos otros tejidos. En los ratones, ActRIIB-mFc (R64 20-134) causa efectos sustanciales sobre el
aparato reproductor y, en algunos casos, causa un aumento en el tamafo del bazo. La molécula ActRIIB-mFc (R64,
L79D 20-134) tuvo efectos muy atenuados sobre los tejidos reproductores y el bazo, lo que indica que esta molécula
sera particularmente adecuada para promover el crecimiento muscular en pacientes que son reproductivamente
activos o tienen el deseo de minimizar los efectos sobre el aparato reproductor.

Ejemplo 10: El efecto de la proteinas ActRIIB-Fc sobre la masa y la fuerza musculares en ratones Mdx.

Para determinar la capacidad de la proteina ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc para aumentar la masa muscular en un
estado patoldgico, los solicitantes determinaron la capacidad de la proteina ActRIIB-Fc para aumentar la masa
muscular en el modelo de distrofia muscular en ratén madx.

Se trataron ratones Mdx adultos 2 veces/semana con la proteina ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc (1, 3 o 10 mg/kg;
intraperitoneal) o con vehiculo PBS de control. Se midié la fuerza que ejerce un ratén al tirar de un transductor de
fuerza para determinar la fuerza de agarre del miembro anterior. Se utilizé la fuerza promedio de 5 ensayos de
tracciéon para comparar la fuerza de agarre entre las cohortes. Al final del estudio, los musculos femorales, gemelos,
pectorales y el diafragma se disecaron y pesaron. Las mediciones de la fuerza de agarre también mostraron un
aumento significativo. Los resultados de masa muscular se resumen en la tabla siguiente.

Pesos de los tejidos de ratones mdx tratados con vehiculo y ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc

Tratados con vehiculo Gemelos (L+R) |Femorales (L+R) Pectorales (L+R) Diafragma
Promedio (gramos) + desviacion est. |0.413 + 0.040 0.296 + 0.019 0.437 +0.060 0.111 £ 0.030
m;ﬁ(;t)RllB (WT,  20-134)-Fc (10| 5omai0s (L+R) |Femorales (L+R) |Pectorales (L+R) | Diafragma
Promedio (gramos) * desviacion est. |0.52 + 0.050 0.39£0.05 0.807 + 0.21 0.149 £ 0.020
Prueba T valor p 0.0006 0.0006 0.002 0.05

Como se ilustra en la tabla, los grupos tratados con ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc mostraron mayor masa de
tejido magro en los ratones mdx en comparacion con los ratones tratados con PBS. El tratamiento con ActRIIB-Fc
aumento el tamafo de los musculos gemelos 25.9%, el tamafio de los femorales 31.8% y de los pectorales en
85.4% en comparacion con el grupo de control tratado con vehiculo. También encontramos, de posible importancia
clinica, que los pesos de los diafragmas de los ratones tratados con ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc aumentaron
34.2% en comparacion con la cohorte de control. Estos datos demuestran la eficacia de la proteina ActRIIB-Fc en un
estado patologico de distrofia muscular.

Ademas los ratones mdx tratados con la proteina ActRIIB-Fc mostraron mayor fuerza de agarre en comparacion con
los controles tratados con vehiculo. A las 16 semanas, los grupos que recibieron 1, 3 y 10 mg/kg de ActRIIB
mostraron un aumento en la fuerza de agarre de 31.4%, 32.3% y 64.4%, respectivamente, en comparacién con el
grupo de control tratado con vehiculo. La mayor fuerza de agarre de los grupos tratados con ActRIIB murina (WT,
20-134)-Fc respalda la idea de que el aumento muscular encontrado en los grupos de tratamiento es
fisiolégicamente importante. Los ratones mdx son propensos a lesion contractil-inducida y pasan por
significativamente mas ciclos de degeneracion y regeneracion que sus contrapartes silvestres. Independientemente
de esos fenotipos musculares, el tratamiento con ActRIIB murina (WT, 20-134)-Fc aumenta la fuerza de agarre en
los ratones mdx.

En la distrofia muscular de Duchenne, el inicio de la enfermedad se produce en los primeros afios de la nifiez, a
menudo tan pronto como a los 5 afios. En consecuencia, los datos presentados antes con respecto a los ratones
adultos no reflejan necesariamente los efectos que una molécula de ActRIIB tendria sobre un nifio con DMD. Para
ocuparse de esto, se llevo a cabo un estudio con ratones mdx juveniles.

El tratamiento con ActRIIB-mFc (R64, 20-134) aumenta significativamente el peso corporal en ratones juveniles
(cuatro semanas de vida) C57BL10 y mdx. Un andlisis de la composicidon corporal utilizando espectroscopia de
resonancia magnética in vivo revelé6 un aumento de masa de tejido magro acompafiado de mayores pesos
corporales. Los ratones C57BL/10 tratados con ActRIIB-mFc (R64, 20-134) aumentaron 35.2% la masa de tejido
magro y el grupo mdx tratado aumenté un 48.3% mas la masa de tejido magro que sus respectivas cohortes de
control. Ademas, se evalué el efecto del tratamiento con ActRIIB-mFc (R64, 20-134) sobre la fuerza. Las
puntuaciones de fuerza de agarre de los ratones mdx tratados con vehiculo fueron 15.7% menores que las de la
cohorte C57BL/10 tratada con vehiculo, ilustrando asi la debilidad muscular asociada a la deficiencia de distrofina.
En contraste, los ratones mdx tratados con ActRIIB-mFc (R64, 20-134) mejoraron su fuerza de agarre en
comparacion con el grupo mdx tratado con vehiculo, y lograron medidas de fuerza de agarre que sobrepasaron las
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de los ratones C57BL/10 tratados con vehiculo y alcanzaron el nivel de puntuacién de la fuerza de agarre de los
C57BL/10 tratados (mdx tratados con vehiculo: 0.140 + 0.01 KgF; mdx tratados: 0.199 + 0.02 KgF; C57BL/10
tratados con vehiculo: 0.166 + 0.03; 0.205 + 0.02 KgF). Sorprendentemente, el tratamiento restituyd en los ratones
mdx juveniles los niveles naturales de fuerza de agarre. Por consiguiente, es probable que la molécula ActRIIB-mFc
(R64, 20-134) tenga aplicaciones clinicas importantes en la distrofia muscular de Duchenne, particularmente en
pacientes juveniles a una edad proxima a la de inicio de la enfermedad.

Ejemplo 11: El efecto de la proteina ActRIIB-Fc sobre la fuerza y la supervivencia en ratones SOD1

Para determinar la capacidad de los polipéptidos ActRIIB para aumentar la fuerza y la supervivencia en un modelo
de ALS en ratén, los solicitantes probaron la proteina ActRIIB-Fc en el ratén SOD1.

Los ratones B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J, o SOD1, tienen elevadas cantidades de copias del alelo mutante del
transgén de la superéxido dismutasa humana. Altos niveles de esta proteina confieren un fenotipo al ratén que es
comparable al de la enfermedad ALS humana. Los ratones SOD1 presentan una pardlisis ascendente y muestran
signos precoces de la enfermedad hacia los 91 dias. La enfermedad da como resultado la muerte prematura que se
produce entre las 19 y las 23 semanas de vida.

A los ratones SOD1 se les administrd vehiculo de control o ActRIIB-mFc (K74A 20-134) (i.p., 5 mg/kg, 2
veces/semana) comenzando a las 10 semanas de vida. La fuerza que ejerce un ratéon al tirar de un transductor de
fuerza es una medida de la fuerza de agarre del miembro anterior. Se utilizé la fuerza promedio de 5 ensayos de
traccion para comparar la fuerza de agarre entre las cohortes. Se calculd la supervivencia como el numero de dias
entre la fecha en que nacid el ratén y la fecha en que el ratdn fue incapaz de enderezarse en los 30 segundos
siguientes a ser colocado de lado. La figura 7 muestra las mediciones de fuerza de agarre y la figura 8 ilustra los
datos de supervivencia.

Los ratones en la etapa final de la enfermedad tienen dificultad para acicalarse, presumiblemente debido al avance
de la pardlisis, y parecen desalifiados. La observacién superficial de los ratones reveld que el grupo de tratamiento
con ActRIIB murina (K74A 20-134)-Fc parecia bien acicalado incluso en las etapas finales de la enfermedad, en
comparacion con el grupo tratado con PBS. Esta observacion sugiere que los ratones tratados estan mas saludables
y mantienen una mejor calidad de vida que los controles.

Como se ve en la figura 7, los ratones SOD1 que recibieron el tratamiento con ActRIIB murina (K74A 20-134)-Fc
muestran una fuerza de agarre significativamente mayor en comparacion con la cohorte de control tratada con PBS.
Esto se ve en el dia 117, la etapa temprana de la enfermedad, asi como luego de que la enfermedad progresoé en el
dia 149. La figura 8 ilustra que los ratones tratados con ActRIIB (K74A 20-134)-Fc sobrevivieron significativamente
mas tiempo que los controles tratados con vehiculo. Este estudio ilustra la utilidad de la ActRIIB murina (K74A 20-
134)-Fc en el modelo de ALS en ratén para mejorar tanto la fuerza como la supervivencia de los ratones.

Se llevé a cabo un experimento similar con ratones SOD1, pero el tratamiento se postergd hasta que el inicio de la
enfermedad fue detectable a simple vista (dia 130), de modo de imitar mejor el tratamiento de la ALS humana luego
del inicio de los sintomas significativos de la enfermedad. En el dia 130, los ratones SOD1 se dividieron en los
grupos tratados con vehiculo (TBS modificado) o con ActRIIB (R64 20-134)-mFc (10 mg/kg). Los ratones recibieron
una dosis subcutanea una vez por semana. Se realizd una resonancia magnética de los ratones en los dias -1y 27
del estudio (129 y 157 dias de vida, respectivamente). Se realizaron mediciones de fuerza de agarre en los dias 0 y
20 del estudio. Al final del estudio, el grupo de control de machos habia perdido 4.3% del peso corporal que tenia el
dia 0 del estudio mientras que el grupo tratado habia aumentado 7.8% el peso que tenia el dia 0 del estudio. El
grupo de control de hembras perdié 1.5% del peso corporal que tenia el dia 0 del estudio y la cohorte de hembras
tratada lo aumento6 15%.

Mediciones de fuerza de agarre en SOD1

Dia 0 Dia 20
Control de machos 0.149 + 0.02 0.097 + 0.02°
Machos tratados con ActRIIB (R64 20-134)-mFc 0.147 £ 0.02 0.128 + 0.02%°
Control de hembras 0.130 £ 0.02 0.091 + 0.02°
Hembras tratadas con ActRIIB (R64 20-134)-mFc 0.128 £ 0.01 0.11+0.02°

Mediciones de fuerza de agarre en los dias 0 y 20 en ratones SOD1 machos y hembras. El supraindice "a" indica
significativamente diferente en comparacion con la medida respectiva del dia 0 (p<0.05). El supraindice "b" indica
una diferencia significativa entre las mediciones del grupo tratado con PBS (grupo 1) y con ActRIIB (R64 20-134)-
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mFc (grupo 2) el dia 20 (p<0.05).

Se realizé una resonancia magnética de los ratones para determinar cambios en la composicion corporal atribuidos
al tratamiento. Los ratones de control machos perdieron 6.0% de la masa de tejido magro en el transcurso del
estudio (dia -1: 18.2 g £ 1.28; dia 27: 17.1 g + 1.10), los ratones machos tratados aumentaron 9.1% la masa de tejido
magro respecto a la del dia 0 (dia -1: 19.17 g = 0.77; dia 27: 20.92 g + 0.74). Los ratones de control hembras
tuvieron una reduccién de 0.83% de masa de tejido magro desde el inicio del estudio (dia -1: 13,18 g + 0,84; dia 27:
13.08 g £ 0.71) y las hembras tratadas tuvieron un aumento de 10.7% en el peso corporal respecto a la del dia 0 del
estudio (dia -1: 13.66 g + 0.83; dia 27: 15.12 g £ 1.21). Tanto los grupos de machos como de hembras tratados
aumentaron significativamente la cantidad de tejido magro en comparaciéon con sus respectivos grupos de control
tratados con PBS (p<0.001).

Efectos musculares de ActRIIB (R64 20-134)-mFc en SOD1

Gemelos (L+R) Femorales (L+R) Pectorales (L+R)
Control de machos 0.18 £ 0.03 0.12+0.03 0.20 + 0.04
Machos tratados con ActRIIB (R64 20-134)-mFc 0.22 + 0.04 0.15+0.02 0.30 £ 0.04
Control de hembras 0.13 £ 0.02 0.089 +0.016 0.11 £ 0.01
Hembras tratadas con con ActRIIB (R64 20-134)- |0.17 £ 0.03 0.01 £0.02 0.15+0.05

mFc

Estos datos indican que el tratamiento con ActRIIB-Fc puede ser beneficioso en el tratamiento de pacientes que
tienen ALS activa, para mejorar tanto la funcién muscular como la calidad de vida.

Ejemplo 12: El efecto de una proteina ActRIIB-Fc sobre la adiposidad y la diabetes en ratones obesos.

Los solicitantes probaron las proteinas ActRIIB-mFc en ratones alimentados con una dieta rica en contenido de
grasas (HFD) para determinar la capacidad de ActRIIB-Fc para reducir la adiposidad en un modelo de obesidad en
raton.

La diabetes tipo Il es una de las principales complicaciones de la obesidad y se caracteriza por la resistencia a la
insulina. Los niveles elevados de insulina en ayunas son indicativos de resistencia a la insulina y proporcionan un
medio para evaluar si un animal estd en un estado de resistencia a la insulina. Los solicitantes determinaron el
efecto del tratamiento con ActRIIB murina (R64 K74A 20-134)-Fc para normalizar los niveles de insulina en ayunas
en un modelo de obesidad en ratén.

Se mantuvieron ratones C57BL/6 alimentados con una dieta rica en contenido de grasas con una dieta compuesta
por 35% de grasa, y se consideré que eran obesos cuando su peso corporal fue aproximadamente 50% mayor que
el de un ratdén de la misma edad alimentado con una dieta balanceada estandar (4.5% de grasa). Los ratones
obesos recibieron 2 veces/semana un vehiculo de control o ActRIIB humana (R64 K74A 20-134)-Fc (10 mg/kg; i.p.).
Se realiz6 una resonancia magnética de los ratones obesos para determinar la composicién corporal al comienzo de
la dosificaciéon y luego de 3 semanas de dosificacion. Los cambios en la composicion corporal desde el inicio se
resumen en la figura 9.

Los ratones se alimentaron con una dieta rica en contenido de grasas y se consideraron obesos cuando sus pesos
corporales fueron 50% superiores a los de sus contrapartes alimentados con una dieta balanceada estandar. Los
ratones alimentados con una dieta rica en contenido de grasas recibieron un vehiculo de control o ActRIIB murina
(R64 K74A 20-134)-Fc (5 mg/kg 2 veces/semana; i.p.) durante 35 semanas. Al final del estudio, los ratones se
dejaron en ayunas toda la noche. Al final del ayuno, se les extrajo sangre que se proceso para obtener el suero.
Después el suero se us6 para determinar los niveles de insulina en ayunas para ambas cohortes. Los resultados
para el efecto de la ActRIIB murina (K74A 20-134)-Fc sobre los niveles de insulina en ayunas de los ratones obesos
se resumen en la tabla siguiente.

Niveles de insulina en ayunas de ratones tratados con vehiculo y ActRIIB murina (K74A 20-134)-Fc
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HFD HFD

PBS ActRIIB murina (K74A 20-134)-mFc
Promedio (ng/ml) £ desv. est. 227 £ 1.64 0.78 £ 0.40
Prueba t N/A 0.012

La figura 9 muestra la menor adiposidad de la cohorte tratada con ActRIIB murina (R64 K74A 20-134)-Fc en
comparacion con los controles tratados con vehiculo. Se encontré6 que los ratones tratados tenian 25.9% de
disminucion en la masa de grasa en comparacion con sus niveles iniciales. Ademas, el grupo tratado aumenté la
masa de tejido magro en 10.1% por encima de sus niveles iniciales. Los cambios porcentuales en la masa tanto de
tejido adiposo como de tejido magro de los tratados con ActRIIB (R64 K74A 20-134)-mFc fueron significativamente
mayores que los cambios porcentuales en el grupo tratado con PBS.

En este modelo, los ratones se mantuvieron con una dieta rica en contenido de grasas hasta que fueron >50% mas
pesados que sus contrapartes alimentados con una dieta balanceada. Basandose en este sorprendente aumento en
el peso corporal y la adiposidad, es l6gico pensar que este modelo podria corresponder a los humanos que estan
caracterizados como modrbidamente obesos. Por lo tanto, el descubrimiento de que el tratamiento con proteina
ActRIIB humana (R64 K74A 20-134)-Fc reduce la adiposidad en ratones obesos podria ser clinicamente importante
para el tratamiento de seres humanos mérbidamente obesos.

Los resultados resumidos en la tabla 5 sugieren que el tratamiento con la proteina ActRIIB murina (K74A 20-134)-Fc
es capaz de reducir significativamente los niveles elevados de insulina sérica en ayunas asociados a la obesidad.
Este descubrimiento respalda la posible importancia clinica del uso de polipéptidos ActRIIB en el tratamiento de la
diabetes tipo Il.

Se realizaron otros experimentos con ActRIIB-mFc (R64 20-134) en el modelo de dieta rica en contenido de grasas
(HFD) de obesidad y diabetes. Se dividieron ratones C57BL/6 de 30 semanas de vida alimentados con dieta rica en
contenido de grasas en 2 grupos (PBS y 10 mg/kg de ActRIIB-mFc (R64 20-134)). Los ratones se pesaron y se
dosificaron 2X/semana intraperitonealmente durante 12 semanas. Los ratones se evaluaron por resonancia
magnética en los dias 0 y 94 del estudio.

Los ratones tratados perdieron 1.9% de sus pesos corporales respecto a los del dia 0 del estudio mientras que los
ratones tratados con PBS aumentaron 6.7% sus pesos corporales durante el estudio. Los ratones tratados también
ganaron significativamente mas tejido magro que el grupo tratado con PBS (21.1% * 6.28 versus 3.7% * 4.08)
durante el estudio. Los ratones tratados también perdieron considerable tejido graso (-34% + 10.95) en comparacion
con el grupo del PBS (+10.2 + 10.18). Los pesos musculares individuales también aumentaron en el grupo tratado
con ActRIIB-mFc (R64 20-134).

Gemelos (L+R) Femorales (L+R) Pecs (L+R)
PBS 0.33+0.05 0.18 £ 0.03 0.31+0.05
ActRIIB-mFc (R64 20-134) 0.44 £ 0.08* 0.25 + 0.02* 0.44 £ 013"

* p<0.05

Ademas de los efectos beneficiosos sobre la grasa y el musculo asociados al tratamiento con ActRIIB-Fc en estos
ratones, se observaron efectos positivos sobre los lipidos séricos. Los niveles séricos tanto de colesterol como de
triglicéridos se redujeron notablemente, lo que sugiere que las proteinas de fusion ActRIIB-Fc se pueden usar para
reducir los niveles de estos lipidos en los pacientes.

Ejemplo 13: El efecto de la proteina ActRIIB-Fc sobre la masa muscular en ratones caquécticos.

Los solicitantes analizaron la capacidad de ActRIIB (R64 20-134)-mFc para atenuar la pérdida muscular en un
modelo de atrofia muscular progresiva inducida por glucocorticoides en raton.

A los ratones se les administré por via subcutanea diariamente durante 13 dias PBS o dexametasona (2 mg/kg) para
inducir atrofia muscular progresiva. En los mismos 13 dias, los grupos tratados con PBS y dexametasona recibieron
vehiculo o ActRIIB (R64 20-134)-mFc (10 mg/kg; i.p.; 2 veces/semana) de modo que se representaron todas las
combinaciones de tratamiento. Se realizd una resonancia magnética de los ratones en los dias 0 y 13 para
determinar cambios en la masa del tejido magro entre los grupos. Los resultados se muestran en la tabla 6 a
continuacién.
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Tabla 6: Masa de tejido magro de ratones tratados con vehiculo y ActRIIB murina (R64 20-134)-Fc

Grupo (tratamiento sc:ip) Promedio de magro dia 13- promedio de magro dia 0 (g) + desv. est.
PBS:PBS 0.83 £ 0.94

Dexamet:PBS 0.47 £ 0.34°

Dexamet:ActRIIB 2.56 + 0.37%°

PBS:ActRIIB 3.63 £ 0.62°

@ Diferencia significativa comparada con PBS:PBS a p<0.05

® Diferencia significativa comparada con Dexamet:PBS a p<0.05

La resonancia magnética mostré una disminucion significativa de 2.5% en la masa de tejido magro en el grupo de
dexametasona:PBS comparado con la cohorte de PBS:PBS. En contraste, el grupo de dexametasona:ActRIIB (R64
20-134)-mFc mostré un aumento de 13.5% en la masa de tejido magro, un aumento significativo cuando se compara
tanto con los grupos de PBS:PBS como de dexametasona:PBS. La caquexia es un efecto secundario indeseable de
diversos tratamientos terapéuticos, que incluyen el tratamiento crénico con glucocorticoides. Por lo tanto, podria ser
de importancia clinica que el tratamiento con una proteina ActRIIB humana (R64 20-134)-mFc pueda atenuar la
atrofia muscular progresiva asociada a caquexia.

Ejemplo 14: El efecto de ActRIIB-Fc sobre la masa muscular y la obesidad en ratones viejos u ovariectomizados

La sarcopenia es una forma de pérdida de masa muscular asociada al envejecimiento en los seres humanos por lo
demas sanos. El trastorno se asocia a una pérdida progresiva de masa de musculo esquelético y a un deterioro de
la fuerza y la movilidad. Las causas de la sarcopenia no se conocen bien. En las mujeres, la menopausia acelera la
pérdida de masa muscular, tanto como lo hace con respecto a la pérdida de masa 6sea. Concordantemente, se
prob6é ActRIIB (R64, 20-134)-mFc en ratones extremadamente viejos (dos afios de vida) y en ratones
ovariectomizados (un modelo de estado posmenopausico).

Se ovariectomizaron (OVX) o pseudo operaron ratonas C57BL/6 de 8 semanas de vida, después se las dejo
envejecer durante 16 semanas antes del inicio del estudio. Al comienzo del estudio, las ratonas OVX y las pseudo
operadas se dividieron en sendos grupos de tratamiento y vehiculo. Todos los grupos se pesaron y recibieron
semanalmente ActRIIB (R64, 20-134)-mFc o tampon de control durante 11 semanas. Se realizd una resonancia
magnética de todas las ratonas los dias 0 y 83 para determinar la composicién corporal.

Al final del estudio, las ratonas pseudo operadas que recibieron PBS habian perdido 4.7% de su masa magra
original mientras que el grupo de pseudo operadas tratado, aumenté su masa magra en 21% en el transcurso del
estudio. Los controles OVX perdieron 12.1% (significativamente mas que el grupo de las pseudo operadas que
recibié vehiculo) de su masa magra mientras que las ratonas OVX tratadas ganaron 12.9% hacia el final del estudio.

Estos datos indican que se pueden usar las proteinas de fusion ActRIIB-Fc para contrarrestar la pérdida de masa
muscular que es comun en las mujeres posmenopausicas.

Para evaluar los efectos de ActRIIB-Fc en una poblacion naturalmente senescente, se dejé envejecer a ratones
C57BL/6 machos durante 70 semanas antes del comienzo del tratamiento. Los ratones se dividieron en 2 grupos
(PBS y 10 mg/kg de ActRIIB (R64, 20-134)-mFc. Cada grupo se peso y se dosificé 2X/semana durante 10 semanas.
En el transcurso del estudio, los grupos tratados ganaron significativamente mas masa de tejido magro que el grupo
del PBS.

% de cambio de masa magra PBS 10 mg/kg
Promedio (% desde el inicio) 101.76 117.27
Desviacioén estandar 3.83 3.91
Valor p para PBS <0.001

El grupo tratado también tuvo pesos musculares individuales significativamente mas altos en comparacion con los
ratones que recibieron PBS.
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Pesos musculares Gemelos (L+R) Femorales (L+R) Pectorales (L+R)
PBS 0.283 £ 0.07 0.156 + 0.01 0.241 £ 0.07
ActRIIB (R64, 20-134)-mFc 0.371 £ 0.03* 0.192 + 0.021* 0.330 + 0.05* * p<0.05

La integridad muscular en la cohorte tratada también parecié ser mayor que la del grupo del PBS, asi como al
parecer se redujo la grasa intramuscular y mejoré la citoarquitectura. (Véase Figura 10).

Estos datos demuestran que se pueden utilizar las proteinas de fusion ActRIIB-Fc para tratar la atrofia muscular
progresiva asociada al envejecimiento en hombres y mujeres.

Ejemplo 15: El efecto de ActRIIB-Fc sobre la pérdida de masa muscular asociada a la castracion

El cancer de prostata se trata comunmente con terapia antiandrogénica. Los efectos secundarios del tratamiento
incluyen la pérdida de masa muscular y el aumento de la obesidad. Los ratones castrados experimentan cambios
similares, haciendo de este un buen modelo para el estudio del potencial de ActRIIB-Fc para ser utilizada en este
escenario clinico.

Se castraron o pseudo operaron ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de vida y después se permitié que se
recuperaran durante 3 semanas antes del comienzo del estudio. Los grupos castrados y pseudo operados se
subdividieron después en grupos de PBS y ActRIIB (R64, 20-134)-mFc (10 mg/kg). Los ratones se pesaron y se
dosificaron por via subcutanea una vez/semana durante 12 semanas. Los ratones se evaluaron por resonancia
magnética en los dias 0 y 83 del estudio.

En el transcurso del estudio, los ratones pseudo operados tratados con PBS ganaron un promedio de 9.72% * 3.67
y los ratones pseudo operados tratados con ActRIIB (R64, 20-134)-mFc ganaron 35.79% * 3.1 de masa de tejido
magro respecto a la del dia 0 del estudio. Los ratones castrados tratados con PBS perdieron 8.1% + 4.22 de la masa
de tejido magro que tenian el dia 0 mientras que los ratones castrados tratados ganaron 17.77% + 3.86. Ademas, la
castracion conduce a mayor adiposidad, pero el tratamiento con ActRIIB (R64, 20-134)-mFc ayudd a reducir la
magnitud del aumento de la masa grasa.

Los musculos gemelos y pectorales de los ratones castrados tratados con vehiculo fueron mas pequefios que los de
los ratones pseudo operados tratados con PBS (gemelos castrados: 0.275 + 0.03 g, pects castrados: 0.196 + 0.06 g;
gemelos. pseudo op.: 0.313 £ 0.02 g, pects pseudo op.: 0.254 + 0.03 g). El tratamiento con ActRIIB (R64, 20-134)-
mFc atenla significativamente esta disminucién en los pesos musculares inducida por la castracion (gemelos
castrados: 0.421 + 0.03 g, pects castrados: 0.296 + 0.06 g).

Ejemplo 16: Efectos de ActRIIB-Fc en la caquexia del cancer

Muchos tumores se asocian a pérdida de apetito y pérdida de masa muscular severa. Los pacientes que presentan
caquexia tienen un peor prondstico que los pacientes no caquécticos. La linea celular de cancer de colon CT26
induce caquexia profunda en ratones. Se analizaron los efectos de ActRIIB (R64 20-134) en este modelo sobre la
caquexia inducida por xenoinjerto.

Se usaron seis grupos de ratones en el experimento, de la manera siguiente:

Grupo Tumores Tratamiento Dosis Paradigma

1 N VEH viv Terapéutico
2 N ActRIIB-Fc 10 mg/kg Terapéutico
3 Y VEH viv Terapéutico
4 Y ActRIIB-Fc 10 mg/kg Terapéutico
5 Y ActRIIB-Fc 30 mg/kg Terapéutico
6 Y ActRIIB-Fc 10 mg/kg Preventivo

Los grupos 3 a 6 recibieron 5 x 10° células tumorales por via subcutanea. El grupo 6 comenzé el tratamiento
inmediatamente con ActRIIB-Fc dos veces por semana. Los grupos 1 a 5 comenzaron la dosificacion el dia 28 del
estudio cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 300 a 500 mm?®. Como se muestra en la figura 11, ActRIIB-Fc
disminuyd notablemente la pérdida de masa muscular asociada a tumores CT26, tanto en ratones con tumores
establecidos como cuando se utilizd en un modelo preventivo antes de la introduccién del tumor.
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Ejemplo 17: El efecto de las variantes de ActRIIB-Fc sobre la masa muscular en ratones silvestres.

Este estudio mostro los efectos de los constructos Fc relacionados con ActRIIB siguientes sobre la masa muscular y
otros tejidos en ratones C57BL/6 machos de 6 semanas de vida. Los ratones se pesaron y se les inyectd por via
intraperitoneal, quincenalmente PBS o constructos Fc relacionadas con ActRIIB (10 mg/kg):

ActRIIB (R64 20-134)-Fc

ActRIIB (L79D 20-134)-Fc
ActRIIB (L79E 20-134)-Fc
ActRIIB (A24N 20-134)-Fc
ActRIIB (R64K 20-134)-Fc

Se realizé una resonancia magnética de los ratones al comienzo, en la mitad y al final del estudio. Los musculos
femorales, pectorales, gemelos y el higado, los rifiones y el bazo se pesaron y guardaron en formalina.

Un analisis inicial de los datos indica que ActRIIB (R64 20-134)-Fc provoca el mayor incremento en la masa
muscular y la masa corporal magra, y también tiene el maximo efecto sobre otros tejidos. Las variantes L79D y L79E
aumentan la masa muscular en menor grado, y tienen poco efecto sobre otros tejidos. Los constructos A24N y R64K
tienen un efecto intermedio sobre los musculos y otros tejidos. Estos datos confirman que las variantes de ActRIIB
con menor actividad de union a activina tienen propiedades deseables, particularmente un efecto selectivo sobre el
tejido muscular.

Si bien se han tratado las realizaciones especificas del tema, la memoria antedicha es ilustrativa y no restrictiva.
Muchas variaciones se tornaran evidentes para los expertos en el area luego de la revision de esta memoria y las
reivindicaciones siguientes. El alcance total de la invencion debe determinarse por referencia a las reivindicaciones y
la memoria.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ACCELERON PHARMA INC.

<120> VARIANTES DERIVADAS DE ACTRIIB Y SUS USOS
<130> P47899EP1/NJL

<140>

<141> 2008-02-04
<150> 60/899,304

<151> 2007-02-02
<150> 60/927,088

<151> 2007-05-01
<150> 60/931,880

<151> 2007-05-25
<160> 25

<170> PatentIn Ver. 3.3
<210> 1

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1
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Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala
Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu
20 25 . 30

Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser
35 40 45

Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe
50 55 60

Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln
65 70 75 80

Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr
85 90 95

His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro
100 105 110

Thr Ala Pro Thr
115
<210> 2

<211> 512
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Thr Ala Pro Trp Val Ala Leu Ala Leu Leu Trp Gly Ser Leu Trp
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Pro
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His
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Gly

Arg
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Val
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Ala
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Gly
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Trp

Glu

Gly

Cys

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Lys

Pro
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Lys

Asp
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Glu

260

Tyr

Glu

Cys

Ser

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

85

Phe

Pro

Pro

Leu

Pro

165

Pro

Ala

Phe

Ser

Leu

245

Leu

Leu

Thr

Arg

Lys
325

Gly

Leu

Asp

Ile

—-n
A%

Asp

Cys

Glu

Thr

Ser

150

Pro

Ser

Arg

Val

Glu

230

Gln

Trp

Lys

Met

Gly
310

Asn

Glu
Glu
Lys

55
Glu
Arg
Cys
Ala
Leu
135
Leu
Tyr
Pro
Gly
Ala
215
Arg
Phe
Leu
Gly
Ser

295

Glu

Val

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

Ile

Gly

Leu

Arg

200
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Glu

Ile

Ile

Asn

280

Arg

Gly

Leu
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Glu

25

Thr

Leu

Val

Glu

Glu

105

Gly

Thr

vVal

His

val

185

Phe

Lys

Ile

Ala

Thr

265

Ile

Gly

His

10

Thr

Asn

His

Lys

Cys

90

Gly

Pro

Val

Leu

val

170

Gly

Gly

Ile

Phe

Ala

250

Ala

Ile

Leu

Lys

Lys
330

Arg

Gln

Asn

Glu

Leu

Leu

155

Asp

Leu

Cys

Phe

Ser

235

Glu

Phe

Thr

Ser

Pro
315

Ser

Glu

Ser

Tyr

60

Gly

Ala

Phe

val

Ala

140

Ala

Ile

Lys

val

Pro

220

Thr

Lys

His

Trp

Tyr

300

Ser

Asp

42

Cys

Gly

45

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

125

Tyr

Phe

His

Pro

Trp
205
Leu
Pro
Arg
Asp
Asn
285

Leu

Ile

Leu

Ile

30

Leu

Ser

Trp

Glu

Asn

110

Tyr

Ser

Trp

Glu

Leu

190

Lys

Gln

Gly

Gly

Lys

270

Glu

His

Ala

Thr

15

Tyr

Glu

Trp

Leu

Glu

95

Glu

Glu

Leu

Met

Asp

175

Gln

Ala

Asp

Met

Ser

255

Gly

Leu

Glu

His

Ala
335

Tyr

Arg

Arg

Asp

L2V

Asn

Arg

Pro

Leu

Tyr

160

Pro

Leu

Gln

Lys

Lys

240

Asn

Ser

Cys

Asp
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Leu Ala Asp Phe Gly Leu Ala Val Arg Phe Glu
340 345

Gly Asp Thr His Gly Gln Val Gly Thr Arg Arg

355 360
Val Leu Glu Gly Ala Ile Asn Phe Gln Arg Asp
370 375

Asp Met Tyr Ala Met Gly Leu Val Leu Trp Glu

385 390 395

Lys Ala Ala Asp Gly Pro Val Asp Glu Tyr Met

405 410

Glu Ile Gly Gln His Pro Ser Leu Glu Glu Leu
420 425

His Lys Lys Met Arg Pro Thr Ile Lys Asp His

435 440
Gly Leu Ala Gln Leu Cys Val Thr Ile Glu Glu
450 455

Ala Glu Ala Arg Leu Ser Ala Gly Cys Val Glu

465 470 475

Ile Arg Arg Ser Val Asn Gly Thr Thr Ser Asp

485 490

Val Thr Ser Val Thr Asn Val Asp Leu Pro Pro
500 505

<210> 3

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

tctgggcgtg gggaggctga gacacgggag tgcatctact

gagcgcacca accagagegg cctggagege tgegaaggeg

tgctacgcet cctggcgcaa cagctctgge accatcgage

ctagatgact tcaactgcta cgataggcag gagtgtgtgg

gtgtacttct gctgectgtga aggcaacttc tgcaacgage

gctgggggec cggaagtcac gtacgagcca ccccecgacag

<210> 4

<211> 1539

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgacggcge cctgggtgge cctcecgeccte ctctggggat

cgtggggagg ctgagacacg ggagtgcatc tactacaacg

accaaccaga gcggcctgga gcgectgcgaa ggcgagcagg

gcctecctgge gcaacagetc tggcaccatc gagctcgtga

gacttcaact gctacgatag gcaggagtgt gtggccactg

ttctgectget gtgaaggcaa cttctgcaac gagcgcttca

ggcccggaag tcacgtacga gccacccccg acagccccca

tactcactgc tgcccategg gggectttcece ctcatcgtce

cggcatcgca agccccecta cggtcatgtg gacatccatg

Pro Gly Lys

350

Met
365

Tyr

Ala
380

Phe
Leu Val
Leu Pro
Gln Glu

Leu
445

Trp

Cys
460

Trp

Glu Arg

Cys Leu

Lys Glu

acaacgccaa
agcaggacaa
tcgtgaagaa
ccactgagga
gcttcactca
cceccace

cgctgtggee
ccaactggga
acaagcggcet
agaagggctg
aggagaaccc
ctcatttgce
ccctgctcac
tgctggectt
aggaccctgg

43

Pro

Pro

Ala

Leu

Ser

Phe

val

430

Lys

Asp

val

Val

Ser
510

Pro Glu

Arg Ile

Arg Cys

400

Glu
415

Glu
Val val
His Pro
His

Asp

Leu
480

Ser

Ser Leu

495

Ser Ile

ctgggagcetg
gcggetgeac
gggctgctgg
gaacccecag
tttgccagag

cggctctggg
gctggagegce
gcactgctac
ctggctagat
ccaggtgtac
agaggctggg
ggtgctggee
ttggatgtac
gcctecacca

60

120
180
240
300
348

60

120
180
240
300
360
420
480
540
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ccatccececte tggtgggcct gaagccactg cagetgetgg agatcaagge tcgggggcge
tttggctgtg tctggaaggc ccagctcatg aatgactttg tagctgtcaa gatcttccca
ctccaggaca agcagtcgtg gcagagtgaa cgggagatct tcagcacacc tggcatgaag
cacgagaacc tgctacagtt cattgctgcc gagaagcgag gctccaacct cgaagtagag
ctgtggctca tcacggcctt ccatgacaag ggctccctca cggattacct caaggggaac
atcatcacat ggaacgaact gtgtcatgta gcagagacga tgtcacgagg cctctcatac
ctgcatgagg atgtgccctg gtgeccgtgge gagggccaca ageccgtctat tgeccacagg
gactttaaaa gtaagaatgt attgctgaag agcgacctca cagccgtgct ggctgacttt
ggcttggectg ttcgatttga gccagggaaa cctccagggg acacccacgg acaggtaggce
acgagacggt acatggctcc tgaggtgctc gagggagcca tcaacttcca gagagatgcce
ttcctgegea ttgacatgta tgccatgggg ttggtgetgt gggagettgt gtctcegcetge
aaggctgcag acggacccgt ggatgagtac atgctgccct ttgaggaaga gattggccag
cacccttegt tggaggaget gcaggaggtg gtggtgcaca agaagatgag gcccaccatt
aaagatcact ggttgaaaca cccgggcctg gcccagcettt gtgtgaccat cgaggagtge
tgggaccatg atgcagaggc tcgcttgtec gecgggectgtg tggaggagcg ggtgtccctg
attcggaggt cggtcaacgg cactacctcg gactgtctcg tttccectggt gacctetgte
accaatgtgg acctgccccc taaagagtca agcatctaa
<210>5
<211> 343
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Constructo sintético
<400> 5
Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 95
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr
100 105 110
Ala Pro Thr Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
115 120 125
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
130 135 140
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Vval
145 150 155 160
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
165 170 175
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
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Cys

Leu

Ser

Leu

210

val

Pro

Gln
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Thr

290

Leu
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<210>6

<211>5

Thr

195

Asn

Pro
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Val

Val

275

Pro

Thr

VvVal

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

180

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

260

Glu

Pro

Val

Met

Ser
340

Arg

Lys

Glu

Tyr

245

Leu

Trp

val

Asp

His

325

Pro

val

Glu

Lys

230

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

310

Glu

Gly

Vval

Tyr

215

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

295

Ser

Ala

Lys

Ser

200

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

280

Ser

Arg

Leu

ES 2 488 854 T3

185

val

Cys

Ser

Pro

val

265

Gly

Asp

Trp

His

Leu
Lys
Lys
Ser
250
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
330

Thr

val

Ala

235

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

315

His

val

Ser

220

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

300

Gly

Tyr

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 6

Thr Gly Gly Gly Gly

1

<210>7

<211> 21

<212> PRT

<213> Apis mellifera

<400>7

5

Leu
205
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
285
Phe

Asn

Thr

190

His

Lys

Gln

Met

Pro

270

Asn

Leu

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

255

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
335

Asp

Leu

Arg

240

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

320

Ser

Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Tyr Ile

1

5

Ser Tyr Ile Tyr Ala

<210> 8

<211> 22

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

20

10

45

15
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20

25

30

35

40

ES 2 488 854 T3

<223> Descripcion del organismo desconocido: Activador tisular del plasminégeno

<400> 8

1

Ala Val Phe Val Ser Pro

<210>9

<211> 20

<212> PRT

20

<213> Organismo desconocido

<220>

10

<223> Descripcién del organismo desconocido: Péptido nativo

<400> 9

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
5

15

Met Gly Ala Ala Ala Lys Leu Ala Phe Ala Val Phe Leu Ile Ser Cys

1

5

Ser Ser Gly Ala

<210> 10
<211> 1107

<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400> 10

atggatgcaa
tcgcececggeg
aactgggagc
aagcggcetge
aagggctgct
gagaaccccc
catttgccag
ggtggtggaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
teccgacgget
gggaacgtct
agcctctece

<210> 11
<211>6

<212> PRT

tgaagagagg
cctetgggecg
tggagcgcac
actgctacgce
ggctagatga
aggtgtactt

aggctggggg
ctcacacatg

tcecceeccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtceccet
tctccaacaa
cccgagaace
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctecatgete
tgtctcecggg

<213> Secuencia artificial

<220>

gctctgetgt
tggggaggct
caaccagagc
ctcetggege
cttcaactgc
ctgctgectgt
cccggaagtc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccectccca
acaggtgtac
ctgcectggte
gccggagaac
ctatagcaag
cgtgatgcat
taaatga

gtgctgetge
gagacacggg
ggcctggage
aacagctctg
tacgataggc
gaaggcaact
acgtacgage
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagcecgcggg
caccaggact
gtcccecatcg
accctgeece
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacegtgg
gaggctctgce

tgtgtggage
agtgcatcta
gctgcgaagg
gcaccatcga
aggagtgtgt
tctgcaacga
cacccccgac
aactcctggg
tctceeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagcga
ccacgcectce
acaagagcag
acaaccacta

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 11

46

15

agtcttegtt
ctacaacgcc
cgagcaggac
gctcgtgaag
ggccactgag
gcgcettcact
agcccceccace
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcecce
ggagatgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1107



10

15

Gly Arg Gly Glu Ala Glu

1 5
<210> 12

<211> 344
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 488 854 T3

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400> 12
Ser Gly Arg Gly Glu
1 5
Asn Trp Glu Leu Glu
20

Gly Glu Gln Asp Lys
35

Ser Gly Thr Ile Glu
50

Asn Cys Tyr Asp Arg
65

Val Tyr Phe Cys Cys
85

His Leu Pro Glu Ala
100

Thr Ala Pro Thr Gly
115

Pro Glu Leu Leu Gly
130

Lys Asp Thr Leu Met
145

Val Asp Val Ser His
165

Asp Gly Val Glu Val
180

Tyr Asn Ser Thr Tyr
195

Asp Trp Leu Asn Gly

Ala Glu Thr Arg Glu Cys

Arg

Arg

Leu

Gln

70

Cys

Gly

Gly

Gly

Ile

150

Glu

His

Lys

Thr

Leu

Val

55

Glu

Glu

Gly

Gly

Pro

135

Ser

Asp

Asn

Vval

Glu

Asn

His

40

Lys

Cys

Gly

Pro

Thr

120

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

200

Tyr

Gln

25

Cys

Lys

val

Asn

Glu

105

His

val

Thr

Glu

Lys

185

Ser

Lys

10

Ser

Tyr

Gly

Ala

Phe

90

Val

Thr

Phe

Pro

val

170

Thr

val

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr

75

Cys

Thr

Cys

Leu

Glu

155

Lys

Lys

Lys

Ile Tyr

Leu Glu

Ser Trp
45

Trp Leu
60

Glu Glu

Asn Glu

Tyr Glu

Pro Pro

125

Phe Pro
140

Vval Thr
Phe Asn
Pro Arg
Thr Val

205

Val Ser

47

Tyr

Arg

30

Arg

Asp

Asn

Arg

Pro

110

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

190

Leu

Asn

Asn

15

Cys

Asn

Asp

Pro

Phe

95

Pro

Pro

Lys

val

Tyr

175

Glu

His

Lys

Ala

Glu

Ser

Phe

Gln

80

Thr

Pro

Ala

Pro

val

160

val

Gln

Gln

Ala
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15

20

25

30

Leu

225

Lys

Asp

Lys

Ser

305

Ser

Ser

210

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

290

Lys

Cys

Leu

<210> 13

<211> 225

val

Pro

Gln

Ala

275

Thr

Leu

Ser

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Gln

Val

260

val

Pro

Thr

val

Leu
340

Ile

Val

245

Ser

Glu

Pro

val

Met

325

Ser

Glu

230

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

310

His

Pro

215

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

295

Lys

Glu

Gly

Thr

Leu

Cys

Ser

280

Asp

Ser

Ala

Lys

ES 2 488 854 T3

Ile

Pro

Leu

265

Asn

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

250

val

Gly

Asp

Trp

His
330

Lys
235
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

315

Asn

220

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

300

Gln

His

Lys

Glu

Phe

Glu

285

Phe

Gly

Tyr

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Constructo sintético
<220>

<221> MOD_RES

<222> (43)

<223> Asp o Ala
<220>

<221> MOD_RES

<222> (100)

<223> Lys o Ala
<220>

<221> MOD_RES

<222> (212)

<223> Asn o Ala
<400> 13

48

Gly
Glu
Tyr
270
Asn
Phe

Asn

Thr

Gln

Met

255

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
335

Pro

240

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

320

Lys
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15

20

25

Thr His

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu
50

Ala Lys
65

Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro
130

Cys Leu
145

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu
210

Lys
225
<210> 14

<211>5

Thr
Phe
Pro

35

Val

Thr

val

Cys

Ser

115

Pro

val

Gly

Asp

Trp

195

His

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Xaa

100

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

180

Gln

Xaa

Pro

Phe

val

Phe

Pro

Thr

85

val

Ala

Arg

Gly

Pro

165

Pro

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

70

val

Ser

Lys

Glu

Phe

150

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp
55

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

135

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
215

Pro

Lys

val

40

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

120

Met

Pro

Asn

Leu

val

200

Gln

ES 2 488 854 T3

Ala
Pro
25

val

val

Gln

Gln

Ala

105

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

185

Phe

Lys

Pro
10
Lys

Vval

Asp

Tyr

Asp

90

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

170

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Xaa

Gly

Asn

75

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

155

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Thr

Val

Val
60

Ser

Leu

val

Pro

Gln

140

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
220

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 14

Ser Gly Gly Gly Gly

1
<210> 15

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

49

Leu

Leu

Ser

45

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

125

Vval

val

Pro

Thr

Val

205

Leu

Gly
Met
30

His

val

Tyr
Gly
Ile
110
val
Ser
Glu
Pro
val
190

Met

Ser

Gly
15
Ile

Glu

His

Arg

Lys

95

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

175

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

val

80

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

160

Leu

Lys

Glu

Gly



10

15

ES 2 488 854 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: 6xHis tag sintética
<400> 15

His His His His His His
1 5

<210> 16

<211> 368

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Constructo sintético
<400> 16

50



Met

Ala

Gln

Cys

65

Lys

val

Asn

Glu

His

145

val

Thr

Glu

Lys

Ser

225

Lys

Ile

Pro

Asp

val

Glu

Ser

50

Tyr

Gly

Ala

Phe

Val

130

Thr

Phe

Pro

val

Thr

210

val

Cys

Ser

Pro

Ala

Phe

Cys

35

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

115

Thr

Cys

Leu

Glu

Lys

195

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Met

val

20

Ile

Leu

Ser

Trp

Glu

100

Asn

Tyr

Pro

Phe

val

180

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

260

Arg

Lys

Ser

Tyr

Glu

Trp

Leu

85

Glu

Glu

Glu

Pro

Pro
165

Thr

Asn

Arg

val

Ser

245

Lys

Glu

Arg

Pro

Tyr

Arg

Arg

70

Asp

Asn

Arg

Pro

Cys

150

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

230

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly

Asn

Cys

55

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

135

Pro

Lys

vVal

Tyr

Glu

215

His

Lys

Gln

Met

Leu

Ala

Ala

40

Glu

Ser

Phe

Gln

Thr

120

Pro

Ala

Pro

val

Vval

200

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

ES 2 488 854 T3

Cys

Ser

25

Asn

Gly

Ser

Asn

val

105

His

Thr

Pro

Lys

Val
185
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
265

Lys

Cys

10

Gly

Trp

Glu

Gly

Cys

90

Tyr

Leu

Ala

Glu

Asp
170

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

250

Glu

Asn

val

Glu

Gln

Thr

75

Tyr

Phe

Pro

Pro

Leu

155

Thr

Val

val

Ser

Leu

235

Val

Pro

Gln

Leu

Gly

Leu

Asp

60

Ile

Asp

Cys

Glu

Thr

140

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

220

Asn

Pro

Gln

val

51

Leu

Glu

Glu

Lys

Glu

Arg

Cys

Ala

125

Gly

Gly

Met

His

Val

205

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

Leu

Ala

30

Arg

Arg

Leu

Gln

Cys

110

Gly

Gly

Gly

Ile

Glu

190

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
270

Leu

Cys

15

Glu

Thr

Leu

val

Glu

Glu

Gly

Gly

Pro

Ser
175

Asp

Asn

val

Glu

Lys

255

Thr

Thr

Gly

Thr

Asn

His

Lys

80

Cys

Gly

Pro

Thr

Ser

160

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

240

Thr

Leu

Cys



10

15

20

Leu Val
290

Asn Gly
305

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

<210> 17

<211> 116

275

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
355

<212> PRT

Gly

Pro

Ser

Gln

340

His

Phe
Glu
Phe
325

Gly

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ile Leu Gly Arg Ser

1

Trp Glu

Asp Lys

Gly Ser
50

Cys Tyr
65

Tyr Phe

Phe Pro

Lys Pro

<210> 18

<211> 115

Lys

Asp

35

Ile

Asp

Cys

Glu

Pro
115

<212> PRT

Asp

20

Lys

Glu

Arg

Cys

Met

100

Thr

5

Arg

Arg

Ile

Thr

Cys

85

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 18

Tyr

Asn

310

Phe

Asn

Thr

Glu

Thr

Arg

val

Asp

70

Glu

val

Pro
295
Asn
Leu

val

Gln

Thr
Asn
His
Lys

55
Cys

Gly

Thr

280

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
360

Gln

Gln

Cys

40

Gln

val

Asn

Gln

ES 2 488 854 T3

Asp

Lys

Ser

Ser

345

Ser

Glu

Thr

25

Phe

Gly

Glu

Met

Pro
105

Ile

Thr

Lys

330

Cys

Leu

Cys

10

Gly

Ala

Cys

Lys

Cys

90

Thr

Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys

1

5

Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln

20

Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys

35

40

Ser
25

Tyr

10

Gly

Ala

Ala Val
300

Thr Pro
315
Leu Thr

Ser Val

Ser Leu

Leu Phe

vVal Glu

Thr Trp

Trp Leu

Lys Asp

75

Asn Glu

Ser Asn

Ile Tyr

Leu Glu

285

Glu

Pro

val

Met

Ser
365

Phe

Pro

Lys

45

Asp

Ser

Lys

Pro

Tyr

Arg

Trp

val

Asp

His

350

Pro

Asn

Cys

30

Asn

Asp

Pro

Phe

Val
110

Asn

Cys
30

Ser Trp Arg Asn

52

45

Glu
Leu
Lys
335

Glu

Gly

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

Thr

Ala
15

Glu

Ser

Ser
Asp
320
Ser

Ala

Lys

Asn

Gly

Ser

Asn

val

80

Tyr

Pro

Asn

Gly

Ser



10

15

20

Gly Thr Ile Glu Leu Val
50

Cys Tyr Asp Arg Gln Glu
65 70

Tyr Phe Cys Cys Cys Glu
: 85

Leu Pro Glu Ala Gly Gly
100

Ala Pro Thr

115
<210>19

<211> 150
<212> PRT

<213> Rattus sp.
<400> 19

Met Thr Ala Pro Trp Ala
1 5

Ala Gly Ser Gly Arg Gly
20

Asn Ala Asn Trp Glu Leu
35

Cys Glu Gly Glu Gln Asp
50

Asn Ser Ser Gly Thr Ile
65 70

Asp Phe Asn Cys Tyr Asp
85

Pro Gln Val Tyr Phe Cys
100

Phe Thr His Leu Pro Glu
115

Pro Pro Thr Ala Pro Thr
130

Pro Ile Gly Gly Leu Ser
145 150
<210> 20

<211> 150
<212> PRT

<213> Sus sp.
<400> 20

Lys
55
Cys

Gly

Pro

Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Arg

Cys

Pro

Leu
135

Lys

val

Asn

Glu

Leu

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

ES 2 488 854 T3

Gly

Phe

val
105

Ala
Glu

25
Thr
Leu
Val
Glu
Glu
105

Gly

Thr

Cys
Thr
Cys

90

Thr

Leu

10
Thr
Asn
His
Lys
Cys

920
Gly

Pro

val

Trp
Glu
75

Asn

Tyr

Leu

Gln

Cys

Lys

75

val

Asn

Glu

Leu

Leu
60
Glu

Glu

Glu

Trp

Glu

Ser

Tyr

60

Gly

Ala

Phe

val

Ala
140

Asp

Asn

Arg

Pro

Gly

Cys

Gly

45

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

125

Tyr

Asp

Pro

Phe

Pro
110

Ser

Ile

30

Leu

Ser

Trp

Glu

Asn

110

Tyr

Ser

Phe

Gln

Thr

95

Pro

Leu

15

Tyr

Glu

Trp

Leu

Glu

95

Glu

Glu

Leu

Asn
Val
80

His

Thr

Cys

Tyr

Arg

Pro

Asp

80

Asn

Arg

Pro

Met Thr Ala Pro Trp Ala Ala Leu Ala Leu Leu Trp Gly Ser Leu Cys

1 5

10

53

15



10

15

val

Asn

Cys

Asn

65

Asp

Pro

Phe

Pro

Pro
145

Gly

Ala

Glu

50

Ser

Phe

Gln

Thr

Pro

130

Ile

<210> 21

<211> 150

Ser

Asn

35

Gly

Ser

Asn

val

His

115

Thr

Gly

<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 21

Met Thr Ala

1

Ala

Asn

Cys

Asn

65

Asp

Pro

Phe

Pro

Pro

145

Gly

Ala

Glu

Ser

Phe

Gln

Thr

Pro

130

Ile

<210> 22

Ser

Asn

35

Gly

Ser

Asn

val

His

115

Thr

Gly

Gly

20

Trp

Glu

Gly

Cys

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Pro

Gly

20

Trp

Glu

Gly

Cys

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

85

Phe

Pro

Pro

Leu

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

85

Phe

Pro

Pro

Leu

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Asp

Cys

Glu

Thr

Ser
150

Ala

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Asp

Cys

Glu

Thr

Ser

150

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Cys

Ala

Leu
135

Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Cys

Pro

Leu
135

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

Leu

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

ES 2 488 854 T3

Glu

25
Thr
Leu
Val
Glu
Glu
105

Gly

Thr

Ala

Glu
Thr
Leu
val
Glu
Glu
105

Gly

Thr

Thr

Asn

His

Lys

Cys
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de la proteina ActRIIB que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% idéntica
a los aminoacidos 29 a 109 de SEC. ID N°: 2, en la cual la proteina comprende un aminoacido acido en la posicion
correspondiente a la posicién 79 de SEC. ID N°: 2.

2. La variante de la proteina ActRIIB de la reivindicacion 1, en la cual la proteina comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 95%, 97%, 98% o0 99 % idéntica a los aminoacidos 29 a 109 de SEC. ID N°: 2.

3. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina
comprende un R o K en la posicién correspondiente a la posicién 64 de SEC. ID N°: 2.

4. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina
comprende un D o E en la posicién correspondiente a la posicién 79 de SEC. ID N°: 2.

5. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina
comprende una secuencia de aminoacidos que comienza en un residuo de aminoacido correspondiente a cualquiera
de los aminoacidos 22 a 25 de SEC. ID N° 2 y termina en un aminoacido correspondiente a cualquiera de los
aminoacidos 131, 133 0 134 de SEC. ID N°: 2.

6. La variante de la proteina ActRIIB de la reivindicaciéon 5, en la cual la proteina comprende una secuencia de
aminoacidos que comienza en el aminoacido 25 de SEC. ID N°: 2 y termina en el aminoacido 131 de SEC. ID N°: 2.

7. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina es un
homodimero.

8. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina es una
proteina de fusidon que comprende ademas una porcién heteréloga.

9. La variante de la proteina ActRIIB de la reivindicacién 8, en la cual la porciéon heteréloga comprende una region
constante de una cadena pesada de IgG.

10. La variante de la proteina ActRIIB de la reivindicacion 9, en la cual la porciéon heteréloga comprende un dominio
Fc.

11. La variante de la proteina ActRIIB de la reivindicacion 10, en la cual la proteina de fusion comprende ademas un
dominio conector ubicado entre el polipéptido ActRIIB y el dominio Fc.

12. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual la proteina
incluye uno o mas residuos de aminoacidos modificados elegidos entre: un aminoacido glucosilado, un aminoéacido
PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado y un aminoacido
conjugado a una porcion lipidica.

13. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en la cual la proteina comprende

ademas una secuencia de purificacion elegida entre: un epitopo marcador, un marcador FLAG, una secuencia de
polihistidina y una fusion GST.

14. La variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en la cual la variante de la
proteina ActRIIB inhibe la sefializacion por miostatina y/o GDF11 en un ensayo celular.

15. Una composicion farmacéutica que comprende la variante de la proteina ActRIIB de cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.
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Secuencia del polipéptido ActRIIE humano soluble (extracelular) designado como SEC.
ID N® 1 (116 aa).

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSCGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKE
GC

WLDDFNCYDROECVATEENPOVY FCCCEGNFCNERFTHLFEAGGPEVTYEPPPTAPT

Figura 1
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Secuencia del precursor de ActRIIB humano designada como SEC. 1D N® 2 (NM_
001106, 512 aa).

MTAPWVALALLWGS LWPGSGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRL
HC

nm@ssG-r:tEmecw:.nnmcmnQECVATEEHPQWFCCCEGHFGNERFTHL
PE

AGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIGGLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHED
PG

PPPPSPLVGLEPLOLLEI KARGRFGCVWKAQLMNDFVAVKIFPLODKQSWOSEREIF
ST

PGMEKHENLLOFIAAEKRGENLEVELWLI TAFHDEGSLTDYLEKGNI ITWNELCHVAET
MS

RGLEYLHEDVPWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADFGLAVRFEPGKPP
GD

THGOQVGTREYMAPEVLEGAINFOQRDAFLRIDMYAMGLYVLWELVSRCKAADGPVDEYM
LP

FEEEIGQHPSLEELQEVVVHEKKMRPTIKDHWLKHFGLAQLCVTIEECWDHDAEARLS
AG

CVEERVSLIRRSVNGTTSDCLVSLVTSVTNVDLPPKESST

Figura 2
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Secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido ActRIIB soluble (extracelular)
humano, designada como SEC. 1D N® 3 (348 bp).

totgggogtggggaggctgagacacgggagtgcatctactacaacgoccaactgggagoctggagocgcaco
aaccagagcggcctggagocgotgogaaggogagocaggacaagoggotgocactgotacgoctoctggogo
aacagctcoctggoaccatocgagetogtgaagaagggoctgectggctagatgacttcaactgeotacgatagg
caggagtgtgtggccactgaggagaaccoocaggtgtacttoctgotgotgtgaaggcaacttoctgocaac
gagcgcttcactcatttgoccagaggcoctgggggoocggaagtcacgtacgagoccaccococcgacagocoooo

acc

Figura 3
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Secuencia de acido nucleico que codifica una proteina precursora de ActRIIB
humano, designada como SEC. ID N°: 4 {nucleotidos 5-1543 de NM_001106, 1539 bp

atgacggcgccctgggtggococctogooctoctotggggatocgotgtggococggobctgggogtggggag
getgagacacgggagtgocatctactacaacgocaactgggagotggagogcaccaaccagagogacctg
gagcgctgogaaggogagraggacaagecggotgecactgotacgoctoctggogcaacagctctggoace
atcgagctcgtgaagaagggctgctggctagatgacttcaactgectacgataggcaggagbgtgtggee
actgaggagaaccococaggtgtacttoctgotgotgtgaaggcaacttotgcaacgagogottcactoat
ttgocagaggcoctgggggocoggaagtcacgtacgagocacoccocgacagoccccaceoctgetcacggtyg
ctggoctactcactgoctgoccatogggggoctttooctcatogtoctgotggecttttggatgtacocgg
catcgcaagcocccccocctacggtocatgtggacatccatgaggacoctgggoctccaccaccatecectetg
gtgggcctgaagccactgoagotgotggagatcaaggotogggggogocttbggoctgtgtctggaaggec
cagctcatgaatgactttgtagoctgtocaagatcttocccactccaggacaagcagtogiggeagagtgaa
cgggagatcttoagcacacctggoatgaagocacgagaacctgotacagttoattgotgocgagaagega
ggctccaacctocgaagtagagotgtggoctocatcacggoccttccatgacaagggctcoctcacggattac
ctcaaggggaacatcatcacatggaacgaactgtgtcatgtagcagagacgatgtcacgaggoctotoa
tacctgcatgaggatgtgoococtggtgoogiggocgagggoccacaagocogictattgocccacagggacttt
aaaagtaagaatgtattgctgaagagocgacctocacagoocgbgotggoctgactitggottggetgttega
tttgagocrcagggaaacctococaggggacacocacggacaggtaggocacgagacggtacatggoctocctgag
gtgctogagggagocatcaacttocagagagatgccttcctgogeattgacatgtatgoccatggggttg
gtgctgbtgggagcttgtgictogotgocaaggctgcagacggaccocgbiggatgagtacatgotgococttt
gaggaagagattggocagoacccttogttggaggagotgcaggaggtggtggtgoacaagaagatgagy
coccaccatbtaaagatcactggttgaaacaccocgggoctggoccagotitgigigaccatocgaggagtgo
tgggaccatgatgcagaggctogottgtocogogggotgtgtggaggagcgggtatecctgattoggagyg
tocggtcaacggcactacctoggactgtoctogtttcoctggtgacctoctgtcaccaatgtggacctgoco
cctaaagagtcaageatctaa

Figura 4
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Cambio en el peso corporal (%)
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Peso muscular (gramos)
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Fuerza promedio (N}
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Namero de supervivientes
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Figura 8
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Porcentaje de compaosicion corporal al inicio
alimentados con dieta rica en grasas (HFD)
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Figura 9
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Figura 10

68



Peso (gramos)

.0

27.0

25.0

23.0 -

ES 2 488 854 T3

lMedia de peso corporales de ratones BALB/c machos implantados con CT26

pre 6 11 14 17 21 28 31 34 38 a4 45 48

Dias post implante

Figura 11
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Figura 12
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