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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas que comprenden antagonistas de Activina-ActRIIA
Antecedentes de la invencién

Los trastornos del hueso, que van desde la osteoporosis hasta las fracturas, representan un conjunto de estados
patolégicos para los que existen pocos agentes farmacéuticos efectivos. En cambio, el tratamiento se centra en
intervenciones fisicas y conductuales, que incluyen inmovilizaciodn, ejercicio y cambios en la dieta. Seria beneficioso
tener agentes terapéuticos que promuevan el crecimiento 6seo y aumenten la densidad 6sea con el fin de tratar una
variedad de trastornos éseos.

El crecimiento éseo y la mineralizacion dependen de las actividades de dos tipos de células, osteoclastos y
osteoblastos, aunque los condrocitos y las células de la vasculatura también participan en aspectos criticos de estos
procesos. En el desarrollo, la formacion dsea ocurre a través de dos mecanismos, la osificacién endocondral y la
osificacion intramembranosa, siendo el primero responsable de la formacion 6sea longitudinal y el segundo
responsable de la formaciéon de huesos topolégicamente planos, como los huesos del craneo. La osificacion
endocondral requiere la formaciéon y degradacion secuenciales de estructuras cartilaginosas en las placas de
crecimiento que sirven como plantillas para la formacién de osteoblastos, osteoclastos, la vasculatura y posterior
mineralizacion. Durante la osificacion intramembranosa, el hueso se forma directamente en los tejidos conectivos.
Ambos procesos requieren la infiltracion de osteoblastos y el posterior depdsito de la matriz.

Las fracturas y otras alteraciones estructurales del hueso se curan mediante un proceso que, al menos
superficialmente, se asemeja a la secuencia de eventos de desarrollo de osteogénesis, incluida la formacion de tejido
cartilaginoso y la posterior mineralizacién. El proceso de curacidon de fracturas puede ocurrir de dos maneras. La
cicatrizacion dsea directa o primaria ocurre sin formacion de callos. La cicatrizacion 6sea indirecta o secundaria ocurre
con una etapa precursora del callo. La curacién primaria de fracturas implica la reforma de la continuidad mecanica a
través de una interrupcion estrechamente establecida. En condiciones adecuadas, las células de resorcion dsea que
rodean la disrupcidon muestran una respuesta de reabsorcién de tunel y establecen vias para la penetracién de los
vasos sanguineos y la posterior curacion. La curacion secundaria de los huesos sigue un proceso de inflamacion,
formacion suave de callos, mineralizacién de callos y remodelacion de callos. En la etapa de inflamacion, la formacion
de hematomas y hemorragias resulta de la interrupcion de los vasos sanguineos periosticos y endostaticos en el sitio
de la lesién. Las células inflamatorias invaden el area. En la etapa de formacion de callo blando, las células producen
nuevos vasos, fibroblastos, material intracelular y células de soporte, formando tejido de granulacién en el espacio
entre los fragmentos de fractura. La unién clinica a través de la interrupcion se establece por tejido fibroso o
cartilaginoso (callo blando). Los osteoblastos se forman y median la mineralizacién del callo blando, que luego se
reemplaza por hueso lamelar y se somete a los procesos normales de remodelacion.

Ademas de las fracturas y otras alteraciones fisicas de la estructura 6sea, la pérdida de contenido mineral 6seo y la
masa osea pueden ser causadas por una amplia variedad de afecciones y pueden provocar problemas médicos
importantes. Los cambios en la masa dsea ocurren de manera relativamente predecible durante la vida de un individuo.
Hasta aproximadamente los 30 aios, los huesos de hombres y mujeres crecen hasta alcanzar la masa maxima a
través del crecimiento lineal de las placas de crecimiento endocondral y el crecimiento radial. Después de
aproximadamente los 30 afios (para el hueso trabecular, por ejemplo, huesos planos como las vértebras y la pelvis) y
los 40 afios (para el hueso cortical, por ejemplo, los huesos largos que se encuentran en las extremidades), se produce
una pérdida 6sea lenta tanto en hombres como en mujeres. En las mujeres, también se produce una fase final de
pérdida 6sea sustancial, probablemente debido a deficiencias de estrégenos posmenopausicas. Durante esta fase,
las mujeres pueden perder un 10% adicional de masa 6sea del hueso cortical y un 25% del compartimento trabecular.
El hecho de que la pérdida 6sea progresiva provoque una afeccion patolégica como la osteoporosis depende en gran
medida de la masa 6sea inicial del individuo y de si existen afecciones exacerbantes.

La pérdida 6sea a veces se caracteriza por un desequilibrio en el proceso normal de remodelacién ésea. El hueso
sano estd constantemente sujeto a remodelacion. La remodelaciéon comienza con la resorciéon del hueso por los
osteoclastos. El hueso reabsorbido es reemplazado por tejido 6seo nuevo, que se caracteriza por la formacion de
colageno por osteoblastos y la posterior calcificacion. En individuos sanos, las tasas de reabsorcion y formaciéon son
equilibradas. La osteoporosis es una condicidn crénica y progresiva, marcada por un cambio hacia la reabsorcion, lo
que resulta en una disminucién general de la masa 6sea y la mineralizacion ésea. La osteoporosis en humanos esta
precedida por osteopenia clinica (densidad mineral 6sea que es mayor que una desviacion estandar pero menor que
2.5 desviaciones estandar por debajo del valor medio para el hueso adulto joven). En todo el mundo, aproximadamente
75 millones de personas estan en riesgo de osteoporosis.

Por lo tanto, los métodos para controlar el equilibrio entre la actividad de los osteoclastos y los osteoblastos pueden
ser Utiles para promover la curacion de fracturas y otros dafios en los huesos, asi como el tratamiento de trastornos,
como la osteoporosis, asociados con la pérdida de masa 6sea y mineralizacion dsea.
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Con respecto a la osteoporosis, se usan estrogenos, calcitonina, osteocalcina con vitamina K o altas dosis de calcio
en la dieta como intervenciones terapéuticas. Otros enfoques terapéuticos para la osteoporosis incluyen bisfosfonatos,
hormona paratiroidea, calcimiméticos, estatinas, esteroides anabdlicos, sales de lantano y estroncio, y fluoruro de
sodio. Tales terapias, sin embargo, a menudo se asocian con efectos secundarios indeseables.

Por lo tanto, es un objeto de la presente descripcidén proporcionar composiciones para promover el crecimiento y la
mineralizacion de los huesos.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusion ActRlla-Fc,
en donde la proteina de fusion ActRlla-Fc es un dimero formado por dos polipéptidos que consisten en una secuencia
de aminoacidos que es al menos 90% idéntica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 fusionada a Fc, y en
donde el dimero tiene tres 0 mas unidades estructurales de acido sialico.

La proteina de fusién ActRlla-Fc puede unirse a activina, que puede ser activina A o activina B, y/o GDF11. La
composicion farmacéutica puede ser adecuada para administracion subcutanea. La proteina de fusion ActRlla-Fc
puede expresarse a partir de una célula CHO, opcionalmente usando una secuencia guia del activador de
plasminégeno tisular (TPA) que puede consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

En parte, la divulgacién demuestra que las moléculas que tienen actividad de activina o antagonista de ActRlla
("antagonistas de activina" y "antagonistas de ActRIla", colectivamente "antagonistas de activina-ActRlIla") pueden
usarse para aumentar la densidad 6sea, promover el crecimiento 6seo y/o aumentar la resistencia 6sea. En particular,
la divulgacion demuestra que una forma soluble de ActRlIla actia como un inhibidor de la sefializaciéon de activina-
ActRlla y promueve una mayor densidad dsea, crecimiento éseo y resistencia dsea in vivo. Si bien la mayoria de los
agentes farmacéuticos que promueven el crecimiento éseo o inhiben la pérdida désea actian como agentes
anticatabdlicos (también conocidos comunmente como "agentes catabdlicos") (por ejemplo, bifosfonatos) o agentes
anabolicos (por ejemplo, hormona paratiroidea, PTH, cuando se dosifica adecuadamente), la proteina soluble ActRlla
exhibe doble actividad, teniendo efectos tanto anticatabdlicos como anabdlicos. Por lo tanto, la divulgacion establece
que los antagonistas de la via de sefializacidon activina-ActRlla pueden usarse para aumentar la densidad 6sea y
promover el crecimiento 6seo. Si bien el ActRlla soluble puede afectar el hueso a través de un mecanismo diferente
al antagonismo de la activina, la descripcion demuestra que los agentes terapéuticos deseables pueden seleccionarse
en funcién de una actividad antagonista de la activina-ActRlla. Como se describe en el presente documento, los
antagonistas de activina-ACtRlla son eficaces para prevenir y/o reparar el dafio 6seo causado por tumores de mieloma
multiple y tumores de mama, y, ademas, que los antagonistas de activina-ActRlIla disminuyen la carga tumoral en el
mieloma multiple. El polipéptido ActRlla soluble promueve el crecimiento 6seo sin causar un aumento medible
constante en la masa muscular. Aqui se describen métodos para usar antagonistas de activina-ActRlla, que incluyen,
por ejemplo, polipéptidos de ActRlla que se unen a activina, anticuerpos anti-activina, anticuerpos anti-ActRlla,
pequefas moléculas y aptameros dirigidos a activina o ActRlla, y acidos nucleicos que disminuyen la expresion de
activina y ActRlla, para tratar trastornos asociados con baja densidad 6sea o baja resistencia 6sea, como la
osteoporosis, 0 para promover el crecimiento éseo en pacientes que lo necesitan, como en pacientes con fractura
Osea.

En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden un polipéptido ActRlla soluble, que se une a
activina. Los polipéptidos ActRlla pueden formularse como una preparacion farmacéutica que comprende el
polipéptido ActRlla de unién a activina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, el polipéptido
ActRlIla de unién a activina se une a activina con un KD menor que 1 micromolar o menor que 100, 10 o 1 nanomolar.
Opcionalmente, el polipéptido ActRlla de unién a activina se une selectivamente a activina frente a GDF | 1 y/o GDF8,
y preferiblemente con un KD que es al menos 10 veces, 20 veces o 50 veces menor con respecto a la activina que
con respecto a GDF11 y/o GDF8. Si bien no desea limitarse a un mecanismo de accién particular, se espera que este
grado de selectividad para la inhibicion de la activina sobre la inhibicion de GDF11/GDF8 tenga en cuenta el efecto
selectivo sobre el hueso sin un efecto medible de manera consistente sobre el musculo.

Se puede seleccionar el polipéptido ActRlIla por causar menos del 15%, menos del 10% o menos del 5% de aumento
en el musculo a dosis que logren efectos deseables sobre el hueso. Preferiblemente, la composicion es al menos 95%
pura, con respecto a otros componentes de polipéptidos, seguin se evalia por cromatografia de exclusion por tamafio,
y mas preferiblemente, la composicion es al menos 98% pura. Un polipéptido ActRlla de union a activina para usar en
la invencién puede consistir en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, o una secuencia de aminoacidos
que sea al menos 90%, 95%, 97% 0 99% idéntica a la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 2 fusionada a Fc. Un
El polipéptido ActRlIla de union a activina puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido ActRlla natural, tal
como una secuencia de SEQ ID NO: 2, que carece de los 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la "cola").

Un polipéptido ActRlIla soluble, que se une a activina, descrito en el presente documento puede incluir una o mas
alteraciones en la secuencia de aminoacidos (por ejemplo, en el dominio de unién a ligando) en relaciéon con un
polipéptido ActRlla natural. Se proporcionan ejemplos de polipéptidos ActRlla alterados en el documento WO
2006/012627, pags. 59-60. La alteracion en la secuencia de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la glucosilacién
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del polipéptido cuando se produce en un mamifero, insecto u otra célula eucariota o alterar la escisién proteolitica del
polipéptido en relacién con el polipéptido ActRlla natural.

Un polipéptido ActRlIla de unién a activina descrito en el presente documento puede ser una proteina de fusion que
tiene, como un dominio, un polipéptido ActRila (por ejemplo, una porcién de unién a ligando de un ActRll4a) y uno o
mas dominios adicionales que proporcionan una propiedad deseable, tales como farmacocinética mejorada,
purificacion mas facil, focalizacion en tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusion puede
mejorar uno o mas de la estabilidad in vivo, vida media in vivo, absorcién/administracion, localizacion o distribucion de
tejidos, formacién de complejos de proteinas, multimerizacién de la proteina de fusién y/o purificacién. La dimerizacion
o multimerizacién puede proporcionar una mayor afinidad de unién al ligando. Una proteina de fusiéon ActRlla que se
une a activina puede incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (de tipo salvaje o mutante) o una albumina de suero u
otra porcion de polipéptido que proporciona propiedades deseables tales como farmacocinética mejorada, solubilidad
mejorada o estabilidad mejorada. Tipicamente, una proteina de fusion ActRlla-Fc se producira como un complejo
homodimérico. Opcionalmente, una fusion ActRlla-Fc comprende un conector relativamente no estructurado colocado
entre el dominio Fc y el dominio extracelular ActRlla. Este conector no estructurado puede corresponder a la region
no estructurada de aproximadamente 15 aminoacidos en el extremo C-terminal del dominio extracelular de ActRlla (la
"cola"), o puede ser una secuencia artificial de 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos acidos o una longitud de entre 5y 15, 20, 30,
50 o mas aminoacidos que estan relativamente libres de estructura secundaria, o una mezcla de ambos. Un conector
puede ser rico en residuos de glicina y prolina y puede, por ejemplo, contener una Unica secuencia de treonina/serina
y glicinas o secuencias repetitivas de treonina/serina y glicinas (por ejemplo, singletes o repeticiones TC4 0 SG4). Una
proteina de fusiéon puede incluir una subsecuencia de purificacion, como una etiqueta de epitopo, una etiqueta de
FLAG, una secuencia de polihistidina y una fusién de GST. Opcionalmente, un polipéptido ActRlIla soluble incluye uno
0 mas residuos de aminoacidos modificados seleccionados entre: un aminoacido glicosilado, un aminoacido PEGilado,
un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado con una
unidad estructural lipidica y un aminoacido conjugado con un agente derivante organico. Una preparacion farmacéutica
también puede incluir uno o0 mas compuestos adicionales, como un compuesto que se usa para tratar un trastorno
oseo. Preferiblemente, una preparacién farmacéutica esta sustancialmente libre de pirégenos. En general, es
preferible que una proteina ActRlla se exprese en una linea celular de mamifero que media la glucosilacién natural
adecuada de la proteina ActRlIla para disminuir la probabilidad de una respuesta inmune desfavorable en un paciente.
Las lineas celulares humanas y CHO se han usado con éxito, y se espera que otros sistemas de expresion de
mamiferos comunes sean Uutiles.

Como se describe en el presente documento, las proteinas ActRlla designadas ActRlla-Fc tienen propiedades
deseables, incluida la unién selectiva a activina frente a GDF8 y/o GDF 11, unién a ligando de alta afinidad y vida media
en suero mayor de dos semanas en modelos animales. Los polipéptidos ActRlla-Fc y las preparaciones farmacéuticas
que comprenden dichos polipéptidos y un excipiente farmacéuticamente aceptable se describen en el presente
documento. Los acidos nucleicos que codifican un polipéptido ActRlla de unioén a activina soluble se describen en el
presente documento. Un polinucledtido aislado puede comprender una secuencia codificante para un polipéptido
ActRlla soluble, que se une a activina, tal como se describié anteriormente. Por ejemplo, un acido nucleico aislado
puede incluir una secuencia que codifica un dominio extracelular (por ejemplo., dominio de unién a ligando) de un
ActRlla y una secuencia que codificaria parte o la totalidad del dominio transmembrana y/o el dominio citoplasmatico
de un ActRlla, pero para un codén de parada posicionado dentro del dominio transmembrana o el dominio
citoplasmatico, o posicionado entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana o dominio citoplasmatico. Por
ejemplo, un polinucledtido aislado puede comprender una secuencia de polinucledtidos ActRlla de longitud completa
tal como SEQ ID NO: 4 o0 5, o una versién parcialmente truncada, dicho polinucledtido aislado que ademéas comprende
un cododn de terminacién de la transcripcion al menos seiscientos nucleétidos antes del terminal 3'- o de otro modo
colocado de tal manera que la traduccion del polinucleétido da lugar a un dominio extracelular opcionalmente fusionado
a una porcion truncada de un ActRlla de longitud completa. Una secuencia de acidos nucleicos es la SEQ ID NO: 14.
Los acidos nucleicos descritos en la presente memoria pueden unirse operativamente a un promotor para la expresion,
y la divulgacion proporciona células transformadas con tales polinucleétidos recombinantes. Preferiblemente, la célula
es una célula de mamifero tal como una célula CHO.

En el presente documento también se describen métodos para preparar un polipéptido ActRlIla soluble que se une a
activina. Tal método puede incluir la expresion de cualquiera de los acidos nucleicos (por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 50
14) descritos aqui en una célula adecuada, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO). Tal método puede
comprender: a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido ActRlla soluble, en
donde dicha célula se transforma con una construccion de expresion de ActRlla soluble; y b) recuperar el polipéptido
ActRlla soluble asi expresado. Los polipéptidos ActRlla solubles pueden recuperarse como fracciones crudas,
parcialmente purificadas o altamente purificadas. La purificacion se puede lograr mediante una serie de etapas de
purificacion, que incluyen, por ejemplo, uno, dos o tres o0 mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia de
proteina A, cromatografia de intercambio anidnico (por ejemplo, Q sefarosa), cromatografia de interaccion hidréfoba
(por ejemplo, fenilsefarosa), cromatografia de exclusién por tamafio y cromatografia de intercambio catiénico.

Un antagonista de activina-ActRlIla descrito en este documento, tal como un polipéptido de ActRlIla soluble que se une

a activina, puede usarse en un método para promover el crecimiento 6seo o aumentar la densidad 6sea en un sujeto.
Un método para tratar un trastorno asociado con baja densidad 6sea, o para promover el crecimiento éseo, en
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pacientes que lo necesiten puede comprender administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de
antagonista de activina-ActRIla. También se describen usos del antagonista de activina-ActRlla para hacer un
medicamento para el tratamiento de un trastorno o afeccién como se describe en el presente documento.

Un método para identificar un agente que estimula el crecimiento o el aumento de la mineralizacién del hueso puede
comprender: a) identificar un agente de prueba que se une a la activina o un dominio de unién a ligando de un
polipéptido ActRlla; y b) evaluar el efecto del agente sobre el crecimiento o la mineralizacién del hueso.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la purificacién de ActRlla-hFc expresada en células CHO. La proteina se purifica como un pico
unico y bien definido.

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

La Figura 3 muestra un esquema para el ensayo del gen informador A-204. La figura muestra el vector Reporter:
pGL3(CAGA) 12 (descrito en Denle et al, 1998, EMBO 17: 3091-3100.) EI motivo CAGA12 esta presente en los genes
sensibles a TGF-Beta (gen PAI-1), por lo que este vector es de uso general para los factores de sefializacion a través
de Smad 2y 3.

La Figura 4 muestra los efectos de ActRlla-hFc (diamantes) y ActRlla-mFc (cuadrados) sobre la sefializacion de GDF-
8 en el ensayo del gen informador A-204. Ambas proteinas exhibieron una inhibicion sustancial de la sefalizacién
mediada por GDF-8 a concentraciones picomolares.

La figura 5 muestra los efectos de tres preparaciones diferentes de ActRlla-hFc sobre la sefalizacion de GDF-11 en
el ensayo del gen informador A-204.

La Figura 6 muestra ejemplos de imagenes DEXA de ratones BALB/c tratados con ActRlla-mFc, antes (paneles
superiores) y después (paneles inferiores) del periodo de tratamiento de 12 semanas. Un sombreado mas palido indica
una mayor densidad 6sea.

La Figura 7 muestra una cuantificacion de los efectos de ActRlla-mFc sobre la densidad mineral 6sea en ratones
BALB/c durante el periodo de 12 semanas. Los tratamientos fueron control (diamantes), dosificacion de 2 mg/kg de
ActRlla-mFc (cuadrados), dosificacion de 6 mg/kg de ActRIla-mFc (triangulos) y dosificacion de 10 mg/kg de ActRlla-
mFc (circulos).

La Figura 8 muestra una cuantificacion de los efectos de ActRlla-mFc sobre el contenido mineral 6seo en ratones
BALB/c durante el periodo de 12 semanas. Los tratamientos fueron control (diamantes), dosificacion de 2 mg/kg de
ActRlla-mFc¢ (cuadrados), dosificacion de 6 mg/kg de ActRIla-mFc (triangulos) y dosificacion de 10 mg/kg de ActRlla-
mFc (circulos).

La Figura 9 muestra una cuantificacién de los efectos de ActRlla-mFc sobre la densidad mineral 6sea del hueso
trabecular en ratones C57BL6 ovariectomizados (OVX) o simulados (SHAM) durante un periodo de 6 semanas. Los
tratamientos fueron control (PBS) o dosis de 10 mg/kg de ActRIla-mFc (ActRlIla).

La Figura 10 muestra una cuantificacion de los efectos de ActRlla-mFc sobre el hueso trabecular en ratones C57BL6
ovariectomizados (OVX) durante un periodo de 12 semanas. Los tratamientos fueron control (PBS; barras palidas) o
dosis de 10 mg/kg de ActRIla-mFc (ActRlla; barras oscuras).

La Figura 11 muestra una cuantificacion de los efectos de ActRlla-mFc sobre el hueso trabecular en ratones C57BL6
operados simulados después de 6 o0 12 semanas de periodo de tratamiento. Los tratamientos fueron control (PBS;
barras palidas) o dosis de 10 mg/kg de ActRlla-mFc (ActRlla; barras oscuras).

La Figura 12 muestra los resultados del analisis pQCT de la densidad 6sea en ratones ovariectomizados durante 12
semanas de tratamiento. Los tratamientos fueron control (PBS; barras palidas) o ActRIla-mFc (barras oscuras). eje y:
mg/ccm.

La Figura 13 representa los resultados del analisis pQCT de la densidad ésea en ratones operados simulados durante
12 semanas de tratamiento. Los tratamientos fueron control (PBS; barras palidas) o ActRIla-mFc (barras oscuras). eje
y; mg/ccm.

Las Figuras 14A y 14B muestran el andlisis DEXA de todo el cuerpo después de 12 semanas de tratamiento (A) y el
analisis ex vivo de fémures (B). Las areas claras representan areas de alta densidad 6sea.

La Figura 15 muestra el analisis pQCT ex vivo del eje medio femoral después de doce semanas de tratamiento. Los
tratamientos fueron control de vehiculo (PBS, barras oscuras) y ActRlla-mFc (barras palidas). Las cuatro barras a la
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izquierda muestran la densidad ésea total, mientras que las cuatro barras a la derecha muestran la densidad 6sea
cortical. El primer par de barras en cada conjunto de cuatro barras representan datos de ratones ovariectomizados,
mientras que el segundo par de barras representa datos de ratones operados simulados.

La Figura 16 muestra el analisis ex vivo de pQCT y el contenido de hueso diafisario del eje medio femoral después de
doce semanas de tratamiento. Los tratamientos fueron control de vehiculo (PBS, barras oscuras) o ActRlla-mFc
(barras palidas). Las cuatro barras a la izquierda muestran el contenido total de hueso, mientras que las cuatro barras
a la derecha muestran el contenido de hueso cortical. El primer par de barras en cada conjunto de cuatro barras
representan datos de ratones ovariectomizados, mientras que el segundo par de barras representa datos de ratones
operados simulados.

La Figura 17 muestra el andlisis pQCT ex vivo del eje medio femoral y el grosor cortical femoral. Los tratamientos
fueron control (PBS, barras oscuras) y ActRlla-mFc (barras palidas). Las cuatro barras a la izquierda muestran la
circunferencia endosteal, mientras que las cuatro barras a la derecha muestran la circunferencia periéstica. El primer
par de barras en cada conjunto de cuatro barras representan datos de ratones ovariectomizados, mientras que el
segundo par de barras representa datos de ratones operados simulados.

La Figura 18 muestra los resultados de las pruebas mecanicas de fémures después de doce semanas de tratamiento.
Los tratamientos fueron control (PBS, barras oscuras) y ActRIla-mFc (barras palidas). Las dos barras a la izquierda
representan datos de ratones ovariectomizados, mientras que las dos ultimas barras representan datos de ratones
operados simulados.

La Figura 19 muestra los efectos de Actrlla-mFc sobre el volumen dseo trabecular.

La Figura 20 muestra los efectos de Actrlla-mFc sobre la arquitectura trabecular en el fémur distal.
La Figura 21 muestra los efectos de Actrlla-mFc sobre el hueso cortical.

La Figura 22 muestra los efectos de Actrlla-mFc sobre la resistencia mecéanica del hueso.

La Figura 23 muestra los efectos de diferentes dosis de ActRlla-mFc sobre las caracteristicas del hueso en tres dosis
diferentes.

La Figura 24 muestra la histomorfometria ésea que indica que ActRlla-mFc tiene doble actividad anabdlica y
antirresortiva.

La Figura 25 muestra datos histomorfométricos adicionales.

La Figura 26 muestra imagenes de fémures de ratones de ratones ingenuos y portadores de tumores, y los efectos
del tratamiento con ActRIla-mFc sobre la morfologia 6sea en el modelo de mieloma multiple. Los ratones que portan
tumores de mieloma multiple (5T2) muestran picaduras marcadas y degradaciéon en el hueso en relaciéon con los
ratones normales (sin tratamiento previo). El tratamiento con ActRIla-mFc elimina este efecto.

La Figura 27 muestra los resultados del ensayo clinico en humanos descrito en el Ejemplo 5, donde el area bajo la
curva (AUC) y la dosis administrada de ActRlIla-hFc tienen una correlacién lineal, independientemente de si ActRlla-
hFc se administré por via intravenosa (IV) o subcutanea (SC).

La Figura 28 muestra una comparacion de los niveles séricos de ActRlla-hFc en pacientes administrados por via IV o
SC.

La Figura 29 muestra los niveles de fosfatasa alcalina 6sea (BAP) en respuesta a diferentes niveles de dosis de
ActRlIla-hFc. BAP es un marcador para el crecimiento 6seo anabdlico.

La Figura 30 muestra los efectos cooperativos de ActRIla-mFc (RAP-011) y un agente de bisfosfonato (zoledronato)
en ratones.

Descripcion detallada de la invencion
1. Informacién general

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene una variedad de factores de
crecimiento que comparten elementos de secuencia comunes y motivos estructurales. Se sabe que estas proteinas
ejercen efectos bioldgicos en una gran variedad de tipos celulares tanto en vertebrados como en invertebrados. Los
miembros de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacion de
patrones y la especificacion de tejidos y pueden influir en una variedad de procesos de diferenciacién, que incluyen
adipogénesis, miogénesis, condrogénesis, cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis y diferenciacion de células

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756725 T3

epiteliales. La familia se divide en dos ramas generales: las ramas BMP/GDF y TGF-beta/Activan/BMP10, cuyos
miembros tienen efectos diversos, a menudo complementarios. Al manipular la actividad de un miembro de la familia
TGF-beta, a menudo es posible causar cambios fisiolégicos significativos en un organismo. Por ejemplo, las razas
bovinas piamontesas y belgas azules llevan una mutacion de pérdida de funcién en el gen GDF8 (también llamado
miostatina) que causa un marcado aumento en la masa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997, 17(1): 71-4. Ademas,
en humanos, los alelos inactivos de GDF8 estan asociados con un aumento de la masa muscular y, segun se informa,
una fuerza excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350: 2682-8.

Las activinas son factores de crecimiento de polipéptidos diméricos que pertenecen a la superfamilia TGF-beta. Hay
tres formas principales de activina (A, B y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades 3 estrechamente
relacionadas (Bafa, BeBs Yy BaBs). El genoma humano también codifica una activina C y una activina E, que se expresan
principalmente en el higado. En la superfamilia TGF-beta, las activinas son factores unicos y multifuncionales que
pueden estimular la produccion de hormonas en las células ovaricas y placentarias, apoyar la supervivencia de las
células neuronales, influir en el progreso del ciclo celular de manera positiva o negativa dependiendo del tipo de célula
e inducir 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, se encontré que el factor de diferenciacion eritroide (FED) aislado de las células leucémicas monociticas
humanas estimuladas era idéntico a la activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85: 2434). Se ha sugerido que la activina
A actia como un regulador natural y positivo de la eritropoyesis en la médula 6sea. En varios tejidos, la sefalizacion
de activina es antagonizada por su heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacion de la
hormona foliculoestimulante (FSH) de la pituitaria, la activina promueve la secrecion y sintesis de FSH, mientras que
la inhibina previene la secrecion y sintesis de FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad de activina y/o
unirse a activina incluyen folistatina (FS), proteina relacionada con folistatina (FSRP) y az2-macroglobulina.

Las sefnales de TGF-B estan mediadas por complejos heteroméricos de receptores de serina/treonina quinasa tipo | y
tipo 1l, que fosforilan y activan las proteinas Smad posteriores a la estimulacion del ligando (Massagué, 2000, Nat.
Rev. Mol. Cell Biol. 1: 169-178). Estos receptores tipo | y tipo Il son proteinas transmembrana, compuestas por un
dominio extracelular de uniéon a ligando con regién rica en cisteina, un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico con especificidad de serina/treonina predicha. Los receptores tipo | son esenciales para la sefializacion;
y los receptores de tipo Il son necesarios para unir ligandos y para la expresion de receptores de tipo 1. Los receptores
de activina tipo | y Il forman un complejo estable después de la unién del ligando, lo que resulta en la fosforilacion de
los receptores tipo | por los receptores tipo II.

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

Como se demuestra aqui, un polipéptido ActRlIla soluble (sActRlla), que muestra una preferencia sustancial en la
union a activina A en oposicién a otros miembros de la familia TGF-beta, como GDF8 o GDF11, es eficaz para
promover el crecimiento 6seo y aumentar la densidad dsea en vivo. Si bien no desea estar vinculado a ningun
mecanismo en particular, se espera que el efecto de sActRlla sea causado principalmente por un efecto antagonista
de activina, dada la muy fuerte unién a activina (constante de disociacion picomolar) exhibida por la construccién
particular de sActRlla utilizada en estos estudios. Independientemente del mecanismo, es evidente a partir de los
datos presentados en el presente documento que los antagonistas de ActRlla-activina aumentan la densidad 6sea en
ratones normales, en modelos de ratén para osteoporosis y en un modelo de mieloma multiple en ratén. Cabe sefalar
que el hueso es un tejido dinamico, con crecimiento o contraccion y densidad aumentada o disminuida dependiendo
de un equilibrio de factores que producen hueso y estimulan la mineralizacion (principalmente osteoblastos) y factores
que destruyen y desmineralizan el hueso (principalmente osteoclastos). El crecimiento 6seo y la mineralizacion pueden
incrementarse aumentando los factores productivos, disminuyendo los factores destructivos, o ambos. Los términos
"promover el crecimiento 6seo" y "aumentar la mineralizacion 6sea" se refieren a los cambios fisicos observables en
el hueso y pretenden ser neutrales en cuanto al mecanismo por el cual ocurren los cambios en el hueso.

Los modelos de ratdn para osteoporosis y densidad/crecimiento 6seo que se usaron en los estudios descritos en el
presente documento se consideran altamente predictivos de eficacia en humanos, y por lo tanto, los polipéptidos
ActRlla y otros antagonistas de activina-ActRlla pueden usarse para promover el crecimiento 6seo. y aumentar la
densidad ésea en humanos. Los antagonistas de activina-ActRlla incluyen, por ejemplo, polipéptidos de ActRlla
solubles que se unen a activina, anticuerpos que se unen a activina (particularmente las subunidades de activina A o
B, también denominadas BA o BB) e interrumpen la unién de ActRlla, anticuerpos que se unen a ActRlla e interrumpen
proteinas de union a activina, no anticuerpos seleccionadas para la union a activina o ActRlla (véanse, por ejemplo,
WO/2002/088171, WO/2006/055689 y WO/2002/032925 para ejemplos de tales proteinas y métodos para el disefio y
seleccion de tales reactivos de unién por afinidad de anticuerpos) y péptidos aleatorios seleccionados para la unién
de activina o ActRlla, a menudo fijados a un dominio Fc. Dos proteinas diferentes (u otras unidades estructurales) con
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actividad de unién a activina o ActRlla, especialmente aglutinantes de activina que bloquean los sitios de union de tipo
| (por ejemplo, un receptor de activina tipo | soluble) y tipo Il (por ejemplo, un receptor de activina tipo Il soluble),
respectivamente, se pueden unir para crear una molécula de unién bifuncional. Los aptameros de acido nucleico,
moléculas pequefias y otros agentes que inhiben el eje de sefalizacion activina-ActRlIla. Varias proteinas tienen
actividad antagonista de activina-ActRlla, incluida la inhibina (es decir, la subunidad alfa de inhibina), aunque la
inhibina no antagoniza universalmente la activina en todos los tejidos, folistatina (por ejemplo, Folistatina-288 y
folistatina-315), FSRP, activina C, alfa(2)-macroglobulina y una activina A mutante M108A (cambio de metionina a
alanina en la posicion 108). Generalmente, las formas alternativas de activina, particularmente aquellas con
alteraciones en el dominio de unién al receptor de tipo | pueden unirse a los receptores de tipo Il y no pueden formar
un complejo ternario activo, actuando, asi como antagonistas. Ademas, los acidos nucleicos, como las moléculas
antisentido, los ARNsi o las ribozimas que inhiben la activina A, B, C o E, o, en particular, la expresion de ActRlla,
pueden usarse como antagonistas de activina-ActRlla. Preferiblemente, el antagonista de activina-ActRlla que se
usara exhibira selectividad para inhibir la sefializacién mediada por activina frente a otros miembros de la familia TGF-
beta, y particularmente con respecto a GDF8 y GDF11. Las proteinas ActRIlb solubles se unen a la activina, sin
embargo, la proteina de tipo salvaje no exhibe una selectividad significativa en la union a la activina frente a GDF8/11,
y los experimentos preliminares sugieren que esta proteina no proporciona los efectos deseados en el hueso, mientras
que también causa un crecimiento muscular sustancial. Sin embargo, se han identificado formas alteradas de ActRIIb
con diferentes propiedades de unién (véase, por ejemplo, WO 2006/012627, pags. 55-59 y estas proteinas pueden
lograr los efectos deseados en el hueso. Se puede dar especificidad adicional a ActRIIb nativo o alterado para activina
mediante acoplamiento con un segundo agente de unién selectivo a activina.

Los términos usados en esta especificacion generalmente tienen sus significados ordinarios en la técnica, dentro del
contexto de esta invencién y en el contexto especifico donde se usa cada término. Ciertos términos se analizan a
continuacién o en otra parte de la especificacion, para proporcionar una guia adicional al profesional en la descripcion
de las composiciones y métodos de la invencion y como hacerlos y usarlos. El alcance o significado de cualquier uso
de un término sera evidente a partir del contexto especifico en donde se use el término.

"Alrededor de" y "aproximadamente" generalmente significara un grado aceptable de error para la cantidad medida
dada la naturaleza o precision de las mediciones. Tipicamente, los grados de error de ejemplo estan dentro del 20 por
ciento (%), preferiblemente dentro del 10%, y mas preferiblemente dentro del 5% de un valor o rango de valores dado.

Como alternativa, y particularmente en sistemas bioldgicos, los términos "alrededor de" y "aproximadamente" pueden
significar valores que estan dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces y mas preferiblemente
dentro de 2 veces de un valor dado. Las cantidades numéricas dadas aqui son aproximadas, a menos que se indique
lo contrario, lo que significa que el término " alrededor de " o "aproximadamente" puede inferirse cuando no se indica
expresamente.

Las secuencias se pueden comparar entre si, incluida la secuencia de tipo salvaje con uno o mas mutantes (variantes
de secuencia). Dichas comparaciones comprenden tipicamente alineaciones de secuencias de polimeros, por
ejemplo, usando programas de alineacion de secuencias y/o algoritmos que son bien conocidos en la técnica (por
ejemplo, BLAST, FASTA y MEGALIGN, por nombrar algunos). El experto en la materia puede apreciar facilmente que,
en tales alineamientos, donde una mutacion contiene una inserciéon o eliminacién de residuos, la alineacion de
secuencia introducira una "brecha" (tipicamente representado por un guion o "A") en la secuencia de polimero que no
contiene el residuo insertado o eliminado.

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

El término "similitud de secuencia”, en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de identidad o
correspondencia entre las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos que pueden o no compartir un origen
evolutivo comun.

Sin embargo, en el uso comun y en la aplicacién instantanea, el término "homdlogo”, cuando se modifica con un
adverbio como "altamente", puede referirse a la similitud de secuencia y puede o no estar relacionado con un origen
evolutivo comun.

2. Polipéptidos ActRlla

Como se usa en el presente documento, el término "ActRIla" se refiere a una familia de proteinas del receptor de
activina tipo lla (ActRlla) de cualquier especie y variantes derivadas de dichas proteinas ActRlla por mutagénesis u
otra modificacion. La referencia a ActRlla en el presente documento se entiende como una referencia a cualquiera de
las formas identificadas actualmente. Los miembros de la familia ActRlla son generalmente proteinas transmembrana,
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compuestas de un dominio extracelular de unién a ligando con una region rica en cisteina, un dominio transmembrana
y un dominio citoplasmatico con actividad de serina/treonina quinasa predicha.

El término "polipéptido ActRIla" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido natural de un miembro de
la familia ActRlla, asi como cualquier variante del mismo (incluidos mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que retienen una actividad util. Por ejemplo, los polipéptidos ActRlla incluyen polipéptidos derivados
de la secuencia de cualquier ActRlla conocido que tenga una secuencia al menos aproximadamente 80% idéntica a
la secuencia de un polipéptido ActRlla, y preferiblemente al menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o mayor identidad. Por
ejemplo, un polipéptido ActRlla puede unirse e inhibir la funcién de una proteina y/o activina ActRlla. Preferiblemente,
un polipéptido ActRlla promueve el crecimiento 6seo y la mineralizacion ésea. Ejemplos de polipéptidos ActRlla
incluyen el polipéptido precursor ActRlla humana (SEQ ID NO: 1) y los polipéptidos ActRIla humanas solubles (por
ejemplo, SEQID NO: 2, 3,7y 12).

La secuencia de proteina precursora de ActRlla humana es la siguiente:

MGAAAKLAFAVEL I SCSS5GATLGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEP
CYGDKDKRRHCFATWKEISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCGEKKDSP
EVYFCCCEGNMCNEERFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPYYNILLYSLVPL
MLIAGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTOQDPCPPPPSPLLGLKPLOLLE
VEARGRFGOCVWEASLINEYVAVKIFPIQDKOSWONEYEVY SLPGMKHEN
TLOFIGAEKRGTEVEBVDLWLITAFHEKGSLEDFLKANVVSWNELCHIAE
TMARGLAYLHEDI PGLKDEGHRKPAISHRDIKSKNVLLENNLTACIADEGL
ALKFEAGKGAGDTHGOVGTRRYMAPEVLEGAINFORDAFLRIDMY AMGL,
VLWELASRCTAADRGPVDEYMLPFREEEIGOHPSLEDMOEVVVHRKKKREVL
ROYWOKHAGMAMLCET IEECWDHDARBARLSAGCVGERITOMORLTNIIT
TEDIVIVVTMYVTNVDFPEKESSEL  (SEQIDNO: 1)

El péptido de sefializacion esta subrayado individualmente; el dominio extracelular esta en negrita y los posibles sitios
de glicosilacién unidos a N estan doblemente subrayados.

La secuencia de polipéptidos procesados solubles en ActRlla humana (extracelular) es la siguiente:

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEFCYGDRDKRRHCFATWENISG
SIEIVRQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVY FCCCEGNMCNEKFSYEP
EMEVTOPTSNEVTPKPP (SEQID NG 2)

La "cola" del terminal C del dominio extracelular esta subrayada. La secuencia con la "cola" eliminada (una secuencia
A15) es la siguiente:

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNOQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISG
SIEIVEKQGCWLDDINCYDRTDCVERKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFP

EM  (SEQID NO:3)

La secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina precursora de ActRlla humana es la siguiente (nucleétidos

164-1705 de la entrada de Genbank NM_001616):
ATGGGAGCTGCTGCARACTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTGTTCTTCAGGTGC
TATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGCGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTGGGARRARAG
ACAGAACCAATCAAACTGGTGTTCGAACCGTGTTATGGTGACARAGATAARACGGCGGCAT
TGTTTTGCTACCTGGAAGRATATTTCTGCTTCCATTGAAATAGTGARACAAGGTTGT TG
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GCTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGARARRARAGACAGCCCTG
AAGTATATTTTTIGTTGCTGTGAGGGCARTATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCA
GAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTARGCCACCCTATTACAR
CATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTTATCTTAATTGCGGGGATTGTCATTTGTGCAT
TTTGGGTGTACAGGCATCACAAGATGGCCTACCCTCCTGTACTTGT TCCAACTCAAGAC
CCAGGACCACCCCCACCTTCTCCATTACTAGGGTTGAARCCACTGCAGTTATTAGAAGT
GAAAGCAAGGGGAAGATTTGGT TGTGTCTGGAAAGCCCAGTTGCTTAACGARTATGTGG
CTGTCAAAATATTTCCAATACAGGACARACAGTCATGGCAAAATGAATACGAAGTCTAC
AGTTTGCCTGGRATGAAGCATGAGAACATATTACAGTTCATTGGTGCAGAAARACGAGG
CACCAGTGTTGATGTGGATCTTTGGCTGATCACAGCQTTTCATGABAAGGGTTCACTAT
CAGACTTTCTTAAGGCTAATGTGGCTCTCTTGGAATGAACTGTGTCATATTGCAGAARCC
ATGGCTAGAGGATTGGCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAARAGATGGCCACAA
ACCTGCCATATCTCACAGGGACATCAAAAGTARARATGTCCTGTTGAAARACAACCTGA
CAGCTTGCATTGCTGACTTTGGGTTGGCCTTAARAT TTGAGGCTGGCAAGTCTGCAGEL
GATACCCATGGACAGGTTGGTACCCCGAGGTACATGGCTCCAGAGGTATTAGAGGGTGC
TATAAACTTCCRAAAGGGATGCATTTTTGAGGATAGATATGTATGCCATGGCATTAGTCC
TATGGGAACTGGCTTCTCGCTGTACTGCTGCAGATGGACCTGTAGATGAATACATGTTG
CCATTTGAGGAGGAAATTGGCCAGCATCCATCTCTTGAAGACATGCAGGAAGTTGTTGT
GCATAAARRAMAGAGGCCTGTTTTAAGAGATT ATTGGCAGAAACATGCTGGAATGGCAA
TGCTCTGTGAABCCATTCARGAATGTTGGGAT CACGACGCAGARGCCAGGTTATCAGCT -
GGATGTGTAGGTGAAAGAATTACCCAGATGCAGAGACTAACAARATATTATTACCACAGA
GGACATTGTAACAGTGGTCACAATGGTGACARATGTTGACTTTCCTCCCARAGAATCTA

GTCTATGA (SEQ ID NO: 4)

La secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido soluble (extracelular) ActRlla humana es la siguiente:

ATACTTGGTAGATCAGAARCTCAGGAGTGTCTTT TCTTTAATGCT:HATTGGGAAAAAGA
CAGRACCAATCRAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACAAAGATAAACGLCGGCATT
GCTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGAARACARAGGTTIGTTGE
CTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAARARAAAGACAGCCCTGA
AGTATATTTTTGTTGCTGTGAGGGCARTATGTGTAATCGAAAAGT TTTCTTATTTTCCAG

AGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAARRTCCAGTTACACCTAAGCCACCC (SEQ ID

NO: 5)

Como se describe en el presente documento, el término "polipéptido ActRlla soluble" generalmente se refiere a
polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRlla. El término "polipéptido ActRlla soluble”,
como se usa en el presente documento, incluye cualquier dominio extracelular natural de una proteina ActRlla, asi
como cualquier variante de la misma (incluidos mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Un polipéptido
ActRlla de unién a activina es uno que retiene la capacidad de unirse a activina, particularmente activina AA, AB o BB.
Preferiblemente, un polipéptido ActRlIla de unién a activina se unira a activina AA con una constante de disociaciéon de
1 nM o menos. Las secuencias de aminoacidos de la proteina precursora de ActRlla humana se proporcionan a
continuacién. El dominio extracelular de una proteina ActRlla se une a la activina y generalmente es soluble, y por lo
tanto puede denominarse un polipéptido ActRlla soluble que se une a la activina. Ejemplos de polipéptidos de ActRlla
solubles que se unen a activina incluyen el polipéptido soluble ilustrado en las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 12y 13. La SEQ
ID NO: 7 se denomina ActRlla-hFc, y se describe adicionalmente en los Ejemplos. Otros ejemplos de polipéptidos
ActRlla solubles que se unen a activina comprenden una secuencia sefial ademas del dominio extracelular de una
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proteina ActRlla, por ejemplo, la secuencia guia de miel de abeja melitina (SEQ ID NO: 8), la guia del activador de
plaminégeno tisular (TPA) (SEQ ID NO: 9) o la guia nativa de ActRIla (SEQ ID NO: 10). El polipéptido ActRlla-hFc
ilustrado en SEQ ID NO: 13 usa una guia TPA.

Se pueden obtener fragmentos funcionalmente activos de los polipéptidos ActRlla seleccionando polipéptidos
producidos por via recombinante a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica un polipéptido
ActRlIla. Ademas, los fragmentos pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas conocidas en la técnica, tales
como la quimica convencional Merrifield en fase solida f-Moc o t-Boc. Los fragmentos pueden producirse (de forma
recombinante o por sintesis quimica) y probarse para identificar aquellos fragmentos de peptidilo que pueden funcionar
como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRlla o la sefializacion mediada por activina.

Se pueden obtener variantes funcionalmente activas de los polipéptidos ActRlla seleccionando bibliotecas de
polipéptidos modificados producidos por via recombinante a partir de los acidos nucleicos mutagenizados
correspondientes que codifican un polipéptido ActRlla. Las variantes se pueden producir y probar para identificar
aquellas que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRlla o sefializacion mediada por
activina. Una variante funcional de los polipéptidos ActRlla puede comprender una secuencia de aminoacidos que sea
al menos un 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs: 2 o 3. En ciertos casos, la
variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100%
idéntico a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs: 2 o 3.

Se pueden generar variantes funcionales modificando la estructura de un polipéptido ActRlIla para fines tales como
mejorar la eficacia terapéutica o la estabilidad (por ejemplo, vida util ex vivo y resistencia a la degradacion proteolitica
in vivo). Dichos polipéptidos ActRIla modificados cuando se seleccionan para retener la union a activina, se consideran
equivalentes funcionales de los polipéptidos ActRIla de origen natural. Los polipéptidos ActRlla modificados también
se pueden producir, por ejemplo, mediante sustitucion, eliminacién 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 o un reemplazo similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado
(por ejemplo, mutaciones conservadoras) no tendran un efecto importante sobre la actividad biolégica de la molécula
resultante. Los reemplazos conservadores son aquellos que tienen lugar dentro de 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 ActRlla da como resultado un homodlogo funcional evaluando la capacidad del
polipéptido ActRlla variante para producir una respuesta en las células de manera similar al polipéptido ActRlla de tipo
salvaje.

Se pueden incluir mutaciones especificas en los polipéptidos ActRlIla para alterar la glucosilacién del polipéptido.
Dichas mutaciones se pueden seleccionar para introducir o eliminar uno o mas sitios de glicosilacion, tales como sitios
de glicosilacion unidos a O o N. Los sitios de reconocimiento de glicosilacién unidos a asparagina generalmente
comprenden una secuencia de tripéptidos, asparagina-X-treonina (o asparaginas-X-serina) (donde "X" es cualquier
aminoacido) que se reconoce especificamente por las enzimas de glicosilacion celular apropiadas. La alteracion
también puede realizarse mediante la adicién o sustitucién por uno o0 mas residuos de serina o treonina a la secuencia
del polipéptido ActRlla de tipo salvaje (para sitios de glicosilacion unidos a O). Una variedad de sustituciones o
eliminaciones de aminoacidos en una o ambas de las posiciones de aminoacidos primera o tercera de un sitio de
reconocimiento de glucosilacién (y/o eliminacion de aminoacidos en la segunda posicién) da como resultado la no
glucosilacién en la secuencia de tripéptidos modificada. Otro medio de aumentar el nimero de unidades estructurales
de carbohidratos en un polipéptido ActRlla es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de glucodsidos al
polipéptido ActRlla. Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, el (los) azucar(s) pueden unirse a (a) arginina
e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina; (d) grupos hidroxilo libres
tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina o
triptéfano; o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en el documento WO 87/05330 publicado el
11 de septiembre de 1987, y en Aplin and Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., Pags. 259-306.

La eliminaciéon de una o mas unidades estructurales de carbohidratos presentes en un polipéptido ActRlla se puede
lograr quimica y/o enzimaticamente. La desglicosilacion quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicion del
polipéptido ActRlIla al compuesto acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento da
como resultado la escision de la mayoria o de todos los azucares, excepto el azicar de enlace (N-acetilglucosamina
o N-acetilgalactosamina), mientras deja intacta la secuencia de aminoacidos. La desglicosilacion quimica se describe
adicionalmente por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys 259: 52 y por Edge et al. (1981) Anal. Biochem.
118: 131. La escision enzimatica de unidades estructurales de carbohidratos en los polipéptidos ActRlIla se puede
lograr mediante el uso de una variedad de endo- y exo-glucosidasas como se describe por Thotakura et al. (1987)
Meth. Enzymol 138: 350. La secuencia de un polipéptido ActRlla se puede ajustar, segun corresponda, dependiendo
del tipo de sistema de expresion utilizado, ya que las células de mamiferos, levaduras, insectos y plantas pueden
introducir diferentes patrones de glicosilacién que pueden verse afectados por la secuencia de aminoacidos del
péptido. En general, las proteinas ActRlla para uso en humanos se expresaran en una linea celular de mamifero que
proporciona una glucosilacién adecuada, como las lineas celulares HEK293 o CHO, aunque se espera que otras lineas
celulares de expresion en mamiferos, lineas celulares de levadura con enzimas de glucosilacion disefiadas y células
de insecto también sean utiles.
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Esta descripcién contempla ademas un método para generar mutantes, particularmente conjuntos de mutantes
combinatorios de un polipéptido ActRlla, asi como mutantes de truncamiento; los grupos de mutantes combinatorios
son especialmente Utiles para identificar secuencias variantes funcionales. El propésito de seleccionar tales bibliotecas
combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes de polipéptidos ActRIla que puedan actuar como agonistas
0 antagonistas, o alternativamente, que posean actividades novedosas juntas. A continuacion, se proporciona una
variedad de ensayos de deteccion, y dichos ensayos pueden usarse para evaluar variantes. Por ejemplo, una variante
de polipéptido ActRlla puede seleccionarse para determinar su capacidad para unirse a un ligando ActRlla, para evitar
la unién de un ligando ActRIla a un polipéptido ActRlla o para interferir con la sefalizacién causada por un ligando
ActRlla.

La actividad de un polipéptido ActRlla o sus variantes también se puede probar en un ensayo basado en células o in
vivo. Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante de polipéptido ActRlla en la expresion de genes
implicados en la produccion ésea o la destruccion ésea. Esto puede, segun sea necesario, realizarse en presencia de
una o mas proteinas recombinantes de ligando ActRlla (por ejemplo, activina), y las células pueden transfectarse para
producir un polipéptido ActRlla y/o variantes del mismo, y opcionalmente, un ligando ActRlIla. Asimismo, un polipéptido
ActRlla se puede administrar a un ratdén u otro animal, y se pueden evaluar una o mas propiedades 6seas, como la
densidad o el volumen. La tasa de curacién para fracturas 6seas también se puede evaluar. La absorciometria de
rayos X de energia dual (DEXA) es una técnica cuantitativa, no invasiva y bien establecida para evaluar la densidad
6sea en un animal. En humanos, los sistemas centrales DEXA pueden usarse para evaluar la densidad 6sea en la
columna vertebral y la pelvis. Estos son los mejores predictores de la densidad ésea general. Los sistemas periféricos
DEXA pueden usarse para evaluar la densidad ésea en los huesos periféricos, incluidos, por ejemplo, los huesos de
la mano, la mufieca, el tobillo y el pie. Los sistemas tradicionales de imagenes de rayos X, incluidas las tomografias
computarizadas, pueden usarse para evaluar el crecimiento 6seo y la curacion de fracturas. La resistencia mecanica
del hueso también se puede evaluar.

Se pueden generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva o generalmente
aumentada con respecto a un polipéptido ActRlla natural. Del mismo modo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que tienen vidas medias intracelulares dramaticamente diferentes que el correspondiente polipéptido ActRlla de tipo
salvaje. Por ejemplo, la proteina alterada puede volverse mas estable o menos estable a la degradacion proteolitica u
otros procesos celulares que provocan la destrucciéon o la inactivacion de un polipéptido ActRlla nativo. Dichas
variantes, y los genes que las codifican, pueden utilizarse para alterar los niveles de polipéptidos ActRlla modulando
la vida media de los polipéptidos ActRlla. Por ejemplo, una vida media corta puede dar lugar a efectos biolégicos mas
transitorios y puede permitir un control mas estricto de los niveles de polipéptido ActRlla recombinante dentro del
paciente. En una proteina de fusion Fc, se pueden hacer mutaciones en el conector (si lo hay) y/o la porcién Fc para
alterar la vida media de la proteina.

Se puede producir una biblioteca combinatoria por medio de una biblioteca degenerada de genes que codifican una
biblioteca de polipéptidos que cada uno incluye al menos una porcion de secuencias potenciales de polipéptidos
ActRlla. Por ejemplo, una mezcla de oligonucleétidos sintéticos se puede ligar enzimaticamente en secuencias de
genes de manera que el conjunto degenerado de secuencias potenciales de nucleétidos del polipéptido ActRlla se
pueda expresar como polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas
grandes (por ejemplo, para la presentacion en fagos).

Hay muchas formas por las cuales la biblioteca de homélogos potenciales puede generarse a partir de una secuencia
de oligonucleétidos degenerados. La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada se puede llevar a cabo
en un sintetizador automatico de ADN, y los genes sintéticos se unen en un vector apropiado para la expresién. La
sintesis de oligonucleotidos degenerados es bien conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, SA (1983)
Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG
Walton, Amsterdam: Elsevier pp273-289; ltakura et al., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984)
Science 198:1056; Ike et al., (1983) Nucleic Acid Res 11:477). Dichas técnicas se han empleado en la evoluciéon
dirigida de otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott et al., (1990) Science 249: 386-390; Roberts et al., (1992) PNAS
USA 89: 2429-2433; Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi
como las Patentes de los Estados Unidos Nos: 5,223,409, 5,198,346 y 5,096,815).

Como alternativa, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatoria. Por
ejemplo, las variantes de polipéptidos ActRlla pueden generarse y aislarse de una biblioteca mediante cribado
utilizando, por ejemplo, mutagénesis de exploracion de alanina y similares (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33: 1565-
1572; Wang et al., (1994) J. Biol. Chem. 269: 3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137: 109-118; Grodberg et al.,
(1993) Eur. J. Biochem. 218: 597-601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268: 2888-2892; Lowman et al., (1991)
Biochemistry 30: 10832-10838; and Cunningham et al., (1989) Science 244: 1081-1085), mediante mutagénesis de
barrido de enlace (Gustin et al., (1993) Virologia 193: 653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12: 2644-2652;
McKnight et al., (1982) Science 232: 316); por mutagénesis por saturacion (Meyers et al., (1986) Science 232: 613);
por mutagénesis por PCR (Leung et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1: 11-19); o por mutagénesis aleatoria, incluida
la mutagénesis quimica, etc. (Miller et al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring
Harbor, NY; and Greener et al., (1994) Strategies in Mol Biol 7: 32-34). La mutagénesis de exploracion de enlazador,
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particularmente en un entorno combinatorio, es un método atractivo para identificar formas truncadas (bioactivas) de
polipéptidos ActRlla.

Se conoce una amplia gama de técnicas en la técnica para seleccionar productos genéticos de bibliotecas
combinatorias hechas por mutaciones puntuales y truncamientos, y, para el caso, para seleccionar bibliotecas de
ADNc para productos genéticos que tienen una determinada propiedad. Dichas técnicas seran generalmente
adaptables para la deteccion rapida de las bibliotecas de genes generadas por la mutagénesis combinatoria de los
polipéptidos ActRlla. Las técnicas mas ampliamente utilizadas para el rastreo de grandes bibliotecas de genes
tipicamente comprenden clonar la biblioteca de genes en vectores de expresion replicables, transformar las células
apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y expresar los genes combinatorios en condiciones en las que la
deteccion de una actividad deseada facilita el aislamiento relativamente facil del vector que codifica el gen cuyo
producto fue detectado. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de unién a activina y ensayos de sefializacion celular
mediados por activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRlla descritos en el presente documento pueden comprender ademas
modificaciones postraduccion ademas de cualquiera que esté naturalmente presente en los polipéptidos ActRlla, tales
modificaciones incluyen, pero no se limitan a, acetilaciéon, carboxilacion, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y
acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRlIla modificados pueden contener elementos no aminoaciditos, tales
como polietilenglicoles, lipidos, poli o monosacaridos y fosfatos. Los efectos de tales elementos que no son
aminoacidos sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRlla se pueden probar como se describe en el presente
documento para otras variantes de polipéptidos ActRlla. Cuando se produce un polipéptido ActRlla en células al
escindir una forma naciente del polipéptido ActRlla, el procesamiento postraduccion también puede ser importante
para el correcto plegamiento y/o funcion de la proteina. Las diferentes células (como CHO, HeLa, MDCK, 293, WI38,
NIH-3T3 o HEK293) tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales actividades
postraduccién y pueden elegirse para garantizar la correcta modificacion y procesamiento de los polipéptidos ActRlla.

Las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRlla pueden incluir proteinas de fusién que
tienen al menos una porcién de los polipéptidos ActRlla y uno o mas dominios de fusion. Ejemplos bien conocidos de
tales dominios de fusion incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST),
tiorredoxina, proteina A, proteina G, una regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de
union a maltosa (MBP), o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusién para conferir una
propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusion son particularmente utiles para el aislamiento de las
proteinas de fusién por cromatografia de afinidad. Para fines de purificacién por afinidad, se utilizan matrices
relevantes para la cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatiéon, amilasa y niquel o cobalto.
Muchas de esas matrices estan disponibles en forma de "kit", como el sistema de purificacion Pharmacia GST vy el
sistema QlAexpress™ (Qiagen) util con asociados de fusion (HISs). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un
dominio de fusion para facilitar la deteccion de los polipéptidos ActRlla. Ejemplos de tales dominios de deteccién
incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP) asi como las "etiquetas de epitopo", que
generalmente son secuencias peptidicas cortas para las que esta disponible un anticuerpo especifico. Las etiquetas
de epitopos bien conocidas para las cuales los anticuerpos monoclonales especificos estan facilmente disponibles
incluyen FLAG, hemaglutinina (HA) del virus de la influenza y etiquetas c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusion tienen un sitio de escision de la proteasa, como el Factor Xa o la Trombina, que permite que la proteasa
relevante digiera parcialmente las proteinas de fusion y, por lo tanto, libere las proteinas recombinantes de las mismas.
Las proteinas liberadas pueden aislarse luego del dominio de fusién mediante separacién cromatografica posterior.
Un polipéptido ActRlla puede fusionarse con un dominio que estabiliza el polipéptido ActRlla in vivo (un dominio
"estabilizador"). Por "estabilizar" se entiende cualquier cosa que aumenta la vida media del suero, independientemente
de si esto se debe a una disminucién de la destruccion, disminucidon de la eliminacién del rifidn u 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 la albumina sérica humana
pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusidn que pueden seleccionarse incluyen
dominios multimerizantes (por ejemplo, dimerizantes, tetramerizantes) y dominios funcionales (que confieren una
funcion bioldgica adicional, como una estimulacion adicional del crecimiento 6seo o muscular, segin se desee).

Como ejemplo especifico, una proteina de fusién puede comprender un dominio extracelular soluble de ActRlla
fusionado a un dominio Fc (por ejemplo, SEQ ID NO: 6).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHN (A) HYTOKSLSLSPGK*
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Opcionalmente, el dominio Fc tiene una o mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En
ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de estas mutaciones (por ejemplo, mutacion Asp-265) tiene
una capacidad reducida de unién al receptor Fcy en relaciéon con un dominio Fc de tipo salvaje. En otros casos, el
dominio Fc mutante que tiene una o mas de estas mutaciones (por ejemplo, mutacién Asn-434) tiene una mayor
capacidad de unién al receptor Fc relacionado con MHC de clase | (FCRN) en relacidon con un dominio Fc de tipo
salvaje.

Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusién se pueden disponer de cualquier manera que sea
consistente con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRlla se puede colocar C-terminal a un
dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo se puede colocar C-terminal a un polipéptido ActRlla.
El dominio del polipéptido ActRlla y el dominio heterélogo no necesitan estar adyacentes en una proteina de fusién, y
se pueden incluir dominios adicionales o secuencias de aminoacidos C- o N-terminales en cualquiera de los dominios
o entre los dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRlla de la presente invencion contienen una o mas modificaciones que
son capaces de estabilizar los polipéptidos ActRlla. Por ejemplo, tales modificaciones mejoran la vida media in vitro
de los polipéptidos ActRIla, mejoran la vida media circulatoria de los polipéptidos ActRlIla o reducen la degradacion
proteolitica de los polipéptidos ActRlla. Dichas modificaciones estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, proteinas
de fusidon (que incluyen, por ejemplo, proteinas de fusién que comprenden un polipéptido ActRlla y un dominio
estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacion (que incluye, por ejemplo, la adicion de un sitio de
glucosilacién a un ActRlla polipéptido), y modificaciones de la unidad estructural carbohidrato (incluyendo, por ejemplo,
la eliminacion de unidades estructurales carbohidrato de un polipéptido ActRlIla). En el caso de las proteinas de fusion,
un polipéptido ActRlla se fusiona a un dominio estabilizador tal como una molécula de IgG (por ejemplo, un dominio
Fc). Como se usa en el presente documento, el término "dominio estabilizador" no solo se refiere a un dominio de
fusion (por ejemplo, Fc) como en el caso de las proteinas de fusion, sino que también incluye modificaciones no
proteicas como una unidad estructural carbohidrato o un polimero no proteico, como el polietilenglicol.

Las formas aisladas y/o purificadas de los polipéptidos ActRlla pueden aislarse de otras proteinas o, de otro modo,
estar sustancialmente libres de ellas. Los polipéptidos ActRlla generalmente se produciran por expresion a partir de
acidos nucleicos recombinantes.

3. Acidos nucleicos que codifican polipéptidos ActRlla

En el presente documento se describen acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera de los
polipéptidos ActRlla (por ejemplo, polipéptidos ActRlla solubles), incluidos fragmentos, variantes funcionales y
proteinas de fusion descritas en el presente documento. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 4 codifica el polipéptido precursor
ActRIla humana natural, mientras que la SEQ ID NO: 5 codifica el dominio extracelular procesado de ActRlla. Los
acidos nucleicos objeto pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Dichos acidos nucleicos pueden ser moléculas de
ADN o ARN. Estos acidos nucleicos pueden usarse, por ejemplo, en métodos para preparar polipéptidos ActRlla o
como agentes terapéuticos directos (por ejemplo, en un enfoque de terapia génica).

En ciertos aspectos, se entiende que los acidos nucleicos sujetos que codifican los polipéptidos ActRlla incluyen acidos
nucleicos que son variantes de la SEQ ID NO: 4 o 5. Las secuencias de nucleétidos variantes incluyen secuencias
que difieren en una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleétidos, como las variantes alélicas.

En el presente documento también se describen secuencias de acido nucleico aisladas o recombinantes que son al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticas a la SEQ ID NO: 4 o 5. Un experto habitual en la
técnica apreciara que las secuencias de acido nucleico complementarias a la SEQ ID NO: 4 o0 5, y se pueden
proporcionar variantes de la SEQ ID NO: 4 o0 5. Las secuencias de acido nucleico descritas en el presente documento
pueden aislarse, recombinarse y/o fusionarse con una secuencia de nucleétidos heteréloga, o en una biblioteca de
ADN.

Los acidos nucleicos también pueden incluir secuencias de nucledtidos que se hibridan en condiciones altamente
estrictas con la secuencia de nucledtidos designada en SEQ ID NO: 4 o 5, secuencia complementaria de SEQ ID NO:
4 0 5, o fragmentos de la misma. Como se discutio anteriormente, un experto en la materia entendera facilmente que
las condiciones de restriccion apropiadas que promueven la hibridacién de ADN pueden variar. Un experto en la
materia entendera facilmente que las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la hibridacion de ADN
pueden variar. Por ejemplo, se podria realizar la hibridacién a 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 la etapa
de lavado se puede seleccionar desde una baja rigurosidad de aproximadamente 2.0 x SSC a 50°C hasta una alta
rigurosidad de aproximadamente 0.2 x SSC a 50°C. Ademas, la temperatura en la etapa de lavado puede aumentarse
desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22°C, hasta condiciones de alta
rigurosidad a aproximadamente 65°C. Tanto la temperatura como la sal pueden variar, o la temperatura o la
concentracion de sal pueden mantenerse constantes mientras se cambia la otra variable. En una realizacion, la
invencion proporciona acidos nucleicos que hibridan en condiciones de baja rigurosidad de 6 x SSC a temperatura
ambiente seguido de un lavado a 2 x SSC a temperatura ambiente.
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Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos como se establece en SEQ ID NOs: 4 o 5 debido a
la degeneracion en el cédigo genético también se describen en este documento. Por ejemplo, varios aminoacidos
estan designados por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido o sindnimos (por ejemplo,
CAU y CAC son sinénimos de histidina) pueden dar lugar a mutaciones "silenciosas" que no afectan 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 entre las células de mamiferos. Un
experto en la materia apreciara que estas variaciones en uno o mas nucleétidos (hasta aproximadamente el 3-5% de
los nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican una proteina particular pueden existir entre individuos de una
especie dada debido a la variacién alélica natural.

Los acidos nucleicos recombinantes descritos en el presente documento pueden estar operativamente unidos a una
0 mas secuencias reguladoras de nucleétidos en una construccion de expresion. Las secuencias de nucledtidos
reguladoras generalmente seran apropiadas para la célula huésped utilizada para la expresion. Se conocen
numerosos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas en la técnica para una
variedad de células huésped. Tipicamente, dicha una o mas secuencias de nucledtidos reguladores pueden incluir,
pero no se limitan a, secuencias promotoras, secuencia guia o de sefial, sitios de unién ribosémicos, secuencias de
inicio y terminacion transcripcionales, secuencias de inicio y terminacion de traduccidn, y secuencias potenciadoras o
activadoras. Se contemplan promotores constitutivos o inducibles como se conocen en la técnica.

Los promotores pueden ser promotores naturales o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un
promotor. Una construccion de expresion puede estar presente en una célula en un episoma, como un plasmido, o la
construccion de expresion puede insertarse en un cromosoma. El vector de expresion puede contener un gen
marcador seleccionable para permitir la seleccion de células huésped transformadas. Los genes marcadores
seleccionables son bien conocidos en la técnica y variaran con la célula huésped utilizada.

El &cido nucleico puede proporcionarse en un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido ActRlIla y puede unirse operativamente a al menos una secuencia reguladora. Las secuencias
reguladoras son reconocidas en la técnica y se seleccionan para dirigir la expresién del polipéptido ActRlla. En
consecuencia, el término secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion. Se describen secuencias reguladoras de ejemplo en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo, cualquiera de una amplia variedad de secuencias
de control de expresion que controlan la expresion de una secuencia de ADN cuando esta unida operativamente a ella
puede usarse en estos vectores para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido ActRlla. Dichas
secuencias Utiles de control de la expresién incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40, el
promotor tet, el promotor temprano inmediato de adenovirus o citomegalovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el
sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresion esta dirigida por la ARN polimerasa T7, el operador
principal y las regiones promotoras del fago lambda, las regiones de control para la proteina de la cubierta fd, el
promotor de la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de la fosfatasa acida, por ejemplo,
Pho5, los promotores de los factores de apareamiento a de levadura, el promotor poliedro del sistema de baculovirus
y otras secuencias conocidas por controlar la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y
varias combinaciones de los mismos. Debe entenderse que el disefio del vector de expresion puede depender de
factores tales como la eleccion de la célula huésped a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar.
Ademas, también se debe considerar el nUmero de copias del vector, la capacidad de controlar ese numero de copias
y la expresién de cualquier otra proteina codificada por el vector, como los marcadores antibiéticos.

Se puede producir un acido nucleico recombinante ligando el gen clonado, o una porciéon del mismo, en un vector
adecuado para la expresion en células procariotas, células eucariotas (levadura, ave, insecto o mamifero), o en ambas.
Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido ActRlla 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 expresioén en células procariotas, como E. coli.

Algunos vectores de expresion en mamiferos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacion del
vector en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los
vectores pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-
neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos adecuados para la transfeccion de células
eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, como pBR322, para
facilitar la replicacion y la selecciéon de resistencia a farmacos tanto en células procariotas como eucariotas.
Alternativamente, los derivados de virus como el virus del papiloma bovino (BPV-1) o el virus de Epstein-Barr (pHEBO,
derivado de pREP y p205) pueden usarse para la expresion transitoria de proteinas en células eucariotas. Ejemplos
de otros sistemas de expresion virales (incluyendo retrovirales) se pueden encontrar a continuacion en la descripciéon
de los sistemas de administracién de terapia génica. Los diversos métodos empleados en la preparaciéon de los
plasmidos y en la transformacion de organismos hospedantes son bien conocidos en la técnica. Para otros sistemas
de expresion adecuados tanto para células procariotas como eucariotas, asi como para procedimientos recombinantes
generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring
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Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede ser deseable expresar los polipéptidos recombinantes
mediante el uso de un sistema de expresion de baculovirus. Ejemplos de tales 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 el 3-gal que contiene pBlueBac llI).

Se puede disefar un vector para la produccion de los polipéptidos ActRlla objetivo en células CHO, tales como un
vector Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, California), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, California) y vectores
pCl-neo (Promega, Madison, Wise.). Como sera evidente, los constructos de genes en cuestion pueden usarse para
causar la expresion de los polipéptidos ActRlIla en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir proteinas,
incluidas proteinas de fusion o proteinas variantes, para la purificacion.

También se describe una célula huésped transfectada con un gen recombinante que incluye una secuencia de
codificacion (por ejemplo, SEQ ID NO: 4 o 5) para uno o mas de los polipéptidos ActRlla sujetos. La célula huésped
puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIla puede expresarse en células
bacterianas tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo, usando un sistema de expresion de baculovirus),
levadura o células de mamifero. Los expertos en la materia conocen otras células huésped adecuadas.

En el presente documento se describen métodos para producir los polipéptidos ActRlla sujetos. Por ejemplo, una
célula huésped transfectada con un vector de expresidon que codifica un polipéptido ActRlla puede cultivarse en
condiciones apropiadas para permitir que se produzca la expresion del polipéptido ActRlla. El polipéptido ActRlla
puede secretarse y aislarse de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido ActRlla. Alternativamente,
el polipéptido ActRlla se puede retener citoplasmaticamente o en una fraccién de membrana y las células se pueden
recolectar, lisar 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 la técnica. Los polipéptidos ActRlla sujetos pueden
aislarse del medio de cultivo celular, células huésped, o ambos, usando técnicas conocidas en la técnica para purificar
proteinas, incluyendo cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion,
electroforesis, purificaciéon de inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos particulares. de los
polipéptidos ActRlla y la purificacion por afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado con el polipéptido
ActRlla (por ejemplo, se puede usar una columna de proteina A para purificar una fusion ActRlla-Fc). El polipéptido
ActRlla puede ser una proteina de fusion que contiene un dominio que facilita su purificacion. La purificacién se puede
lograr mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por ejemplo, tres o mas de los
siguientes, en cualquier orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de Q sefarosa, cromatografia de
fenilsefarosa, cromatografia de exclusion por tamafo y cromatografia de intercambio catidnico. La purificacion podria
completarse con filtracién viral e intercambio de regulador. Como se demuestra en el presente documento, la proteina
ActRlIla-hFc se purificé a una pureza >98% segun lo determinado por cromatografia de exclusion por tamario y >95%
segun lo determinado por SDS PAGE. Este nivel de pureza fue suficiente para lograr efectos deseables sobre el hueso
en ratones y un perfil de seguridad aceptable en ratones, ratas y primates no humanos.

Un gen de fusién que codifica una secuencia guia de purificacion, tal como una secuencia de sitio de escision de poli-
(His)/enteroquinasa en el extremo N- de la porcién deseada del polipéptido ActRIla recombinante, puede permitir la
purificacion de la proteina de fusion expresada por cromatografia de afinidad utilizando una resina de metal Ni?*. La
secuencia guia de la purificacién se puede eliminar posteriormente mediante tratamiento con enteroquinasa para
proporcionar el polipéptido ActRlla purificado (por ejemplo, véase Hochuli et al., (1987) J. Chromatography 411: 177;
y Janknecht et al., PNAS USA 88: 8972).

Las técnicas para hacer genes de fusién son bien conocidas. Esencialmente, la unién de varios fragmentos de ADN
que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza de acuerdo con técnicas convencionales, empleando
terminales con extremos romos o escalonados para la ligacion, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar
los terminales apropiados, relleno de extremos cohesivos segun corresponda, tratamiento con fosfatasa alcalina para
evitar uniones indeseables y ligacion enzimatica. El gen de fusidn puede sintetizarse mediante técnicas
convencionales que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacién por PCR de
fragmentos de genes puede llevarse a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a salientes complementarios
entre dos fragmentos de genes consecutivos que posteriormente pueden ser recocidos para generar una secuencia
de genes quiméricos (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley &
Sons: 1992).

4. Antagonistas alternativos de activina y ActRlla

Los datos presentados en el presente documento demuestran que los antagonistas de la sefalizacion de activina-
ActRlla pueden usarse para promover el crecimiento éseo y la mineralizacién 6sea. Aunque la invencién proporciona
ciertos polipéptidos ActRlla solubles, y particularmente ActRlla-Fc, y aunque dichos antagonistas pueden afectar al
hueso a través de un mecanismo diferente al antagonismo de activina (por ejemplo, la inhibicion de activina puede ser
un indicador de la tendencia de un agente a inhibir las actividades de un espectro de moléculas, incluidos, quizas,
otros miembros de la superfamilia de TGF-beta, y dicha inhibicion colectiva puede conducir al efecto deseado sobre
el hueso), se espera que otros tipos de antagonistas de activina-ActRlla sean dtiles, incluida la anti-activina (por
ejemplo, A, B, C o E), anticuerpos anti-ActRlla, antisentido, ARNi o acidos nucleicos de ribozima que inhiben la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756725 T3

produccién de ActRlla y otros inhibidores de activina o ActRlla, particularmente aquellos que interrumpen la unién de
activina-ActRlla.

Un anticuerpo que es especificamente reactivo con un polipéptido ActRlla (por ejemplo, un polipéptido ActRlla soluble)
y que se une competitivamente al ligando con el polipéptido ActRlla o inhibe la sefalizacion mediada por ActRlla
puede usarse como un antagonista de las actividades del polipéptido ActRlIla. Del mismo modo, un anticuerpo que es
especificamente reactivo con un polipéptido de activina A y que interrumpe la union de ActRlla puede usarse como un
antagonista.

Mediante el uso de inmunégenos derivados de un polipéptido ActRIla o un polipéptido de activina, los antisueros
antiproteina/antipéptido o los anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante protocolos estandar (véase, por
ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Un mamifero,
como un ratén, un hamster o un conejo puede inmunizarse con una forma inmunogénica del polipéptido ActRlla, un
fragmento antigénico que es capaz de provocar una respuesta de anticuerpos o una proteina de fusién. Las técnicas
para conferir inmunogenicidad a una proteina o péptido incluyen la conjugacion con portadores u otras técnicas bien
conocidas en la técnica. Se puede administrar una porcién inmunogénica de un polipéptido ActRlla o activina en
presencia de adyuvante. El progreso de la inmunizacién puede controlarse mediante la deteccion de titulos de
anticuerpos en plasma o suero. El ELISA estandar u otros inmunoensayos pueden usarse con el inmunégeno como
antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos.

Después de lainmunizacién de un animal con una preparacion antigénica de un polipéptido ActRlla, se pueden obtener
antisueros y, si se desea, se pueden aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos monoclonales,
las células productoras de anticuerpos (linfocitos) se pueden recolectar de un animal inmunizado y fusionarse mediante
procedimientos estandar de fusion de células somaticas con células inmortalizantes como las células de mieloma para
producir células de hibridoma. Dichas técnicas son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, la técnica de
hibridoma (desarrollada originalmente por Kohler and Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), la técnica de hibridoma
de células B humanas (Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4: 72), y la técnica de hibridoma EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.
pags. 77-96). Las células de hibridoma pueden seleccionarse inmunoquimicamente para la produccion de anticuerpos
especificamente reactivos con un polipéptido ActRlla y anticuerpos monoclonales aislados de un cultivo que
comprende tales células de hibridoma.

El término "anticuerpo” como se usa en el presente documento pretende incluir fragmentos del mismo que también
son especificamente reactivos con un polipéptido sujeto. Los anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas
convencionales y los fragmentos pueden seleccionarse por utilidad de la misma manera que se describe anteriormente
para anticuerpos completos. Por ejemplo, los fragmentos F(ab)z pueden generarse tratando el anticuerpo con pepsina.
El fragmento F(ab)2 resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro a los fragmentos Fab del producto.
Los anticuerpos descritos en el presente documento pretenden ademas incluir moléculas biespecificas, de cadena
sencilla, quiméricas, humanizadas y completamente humanas que tienen afinidad por un polipéptido ActRlla o activina
conferido por al menos una region CDR del anticuerpo. Un anticuerpo puede comprender ademas un marcador unido
al mismo y capaz de ser detectado (por ejemplo, el marcador puede ser un radiois6topo, compuesto fluorescente,
enzima o cofactor enzimatico).

El anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante, término que abarca cualquier anticuerpo generado en parte por
técnicas de biologia molecular, incluidos los anticuerpos quiméricos o injertados con CDR, anticuerpos humanos u
otros ensamblados a partir de dominios de anticuerpos seleccionados en la biblioteca, anticuerpos de cadena sencillos
y anticuerpos de dominio sencillos (por ejemplo, proteinas VH humanas o proteinas VHH camélidas). El anticuerpo
puede ser un anticuerpo monoclonal, y aqui se describen métodos para generar nuevos anticuerpos. Por ejemplo, un
método para generar un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido ActRlIla o un polipéptido
de activina puede comprender administrar a un ratén una cantidad de una composicién inmunogénica que comprende
el polipéptido antigénico eficaz para estimular una respuesta inmune detectable, obteniendo células productoras de
anticuerpos (por ejemplo, células del bazo) de raton y fusionando las células productoras de anticuerpos con células
de mieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos, y probando los hibridomas productores de
anticuerpos para identificar un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al
antigeno. Una vez obtenido, un hibridoma puede propagarse en un cultivo celular, opcionalmente en condiciones de
cultivo donde las células derivadas de hibridoma producen el anticuerpo monoclonal que se une especificamente al
antigeno. El anticuerpo monoclonal puede purificarse a partir del cultivo celular.

El adjetivo "especificamente reactivo con" como se usa en referencia a un anticuerpo pretende significar, como se
entiende generalmente en la técnica, que el anticuerpo es suficientemente selectivo entre el antigeno de interés (por
ejemplo, un polipéptido ActRlIla) y otros antigenos que no son de interés para los que el anticuerpo es util para, como
minimo, detectar la presencia del antigeno de interés en un tipo particular de muestra bioldgica. En ciertos métodos
que emplean el anticuerpo, tales como aplicaciones terapéuticas, puede ser deseable un mayor grado de especificidad
en la union. Los anticuerpos monoclonales generalmente tienen una mayor tendencia (en comparacion con los
anticuerpos policlonales) a discriminar eficazmente entre los antigenos deseados y los polipéptidos de reaccion
cruzada. Una caracteristica que influye en la especificidad de un anticuerpo: la interaccion del antigeno es la afinidad
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del anticuerpo por el antigeno. Aunque la especificidad deseada se puede alcanzar con un rango de afinidades
diferentes, los anticuerpos generalmente preferidos tendran una afinidad (una constante de disociacion) de
aproximadamente 106, 107, 108, 10 o menos. Dada la union extraordinariamente estrecha entre activina y ActRlla,
se espera que un anticuerpo neutralizante anti-activina o anti-ActRlla generalmente tenga una constante de
disociacion de 107'° o menos.

Ademas, las técnicas utilizadas para seleccionar 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 unir un antigeno en
solucion, puede ser deseable probar la unién a la solucion. Esta disponible una variedad de técnicas diferentes para
probar la interaccion entre anticuerpos y antigenos para identificar anticuerpos particularmente deseables. Dichas
técnicas incluyen ELISA, ensayos de union por resonancia de plasmones superficiales (por ejemplo, el ensayo de
union Biacore™, Biacore AB, Uppsala, Suecia), ensayos tipo sandwich (por ejemplo, el sistema de perlas
paramagnéticas de IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland), inmunotransferencias Western, ensayos de
inmunoprecipitacién e inmunohistoquimica.

Ejemplos de categorias de compuestos de acidos nucleicos que son activina o antagonistas de ActRlla incluyen acidos
nucleicos antisentido, constructos de ARNi y constructos de acido nucleico catalitico. Un compuesto de acido nucleico
puede ser monocatenario o bicatenario. Un compuesto bicatenario también puede incluir regiones de saliente o no
complementariedad, donde uno u otro de los filamentos es monocatenario. Un compuesto monocatenario puede incluir
regiones de auto complementariedad, lo que significa que el compuesto forma una estructura denominada "horquilla"
0 "bucle de tallo", con una region de estructura helicoidal doble. Un compuesto de acido nucleico puede comprender
una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una regién que consiste en no mas de 1000, no méas de 500,
no mas de 250, no mas de 100 o no mas de 50, 35, 30, 25, 22, 20 o 18 nucledtidos de la secuencia de acidos nucleicos
de ActRlla de longitud completa o la secuencia de acidos nucleicos de activina BA o activina BB. La region de
complementariedad sera preferiblemente al menos 8 nucleétidos, y opcionalmente al menos 10 o al menos 15
nucleostidos, y opcionalmente entre 15 y 25 nucledtidos. Una regidon de complementariedad puede caer dentro de un
intrén, una secuencia codificante o una secuencia no codificante de la transcripcién diana, tal como la porcién de
secuencia codificante. Generalmente, un compuesto de acido nucleico tendra una longitud de aproximadamente 8 a
aproximadamente 500 nucledtidos o pares de bases de longitud, y opcionalmente la longitud sera de aproximadamente
14 a aproximadamente 50 nucleétidos. Un acido nucleico puede ser un ADN (particularmente para uso como
antisentido), ARN o ARN:ADN hibrido. Cualquier cadena puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como formas
modificadas que no pueden clasificarse facilmente como ADN o ARN. Del mismo modo, un compuesto de doble
cadena puede ser ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN, y cualquier cadena también puede incluir una mezcla de ADN y
ARN, asi como formas modificadas que no pueden clasificarse facilmente como ADN o ARN. Un compuesto de acido
nucleico puede incluir cualquiera de una variedad de modificaciones, incluida una o modificaciones en la cadena
principal (la porcion de aztcar-fosfato en un acido nucleico natural, incluidos los enlaces internucleotidicos) o la porcion
de base (la porcién de purina o pirimidina de un nucleico natural &cido). Un compuesto de acido nucleico antisentido
tendra preferiblemente una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos y a menudo contendra
una o mas modificaciones para mejorar caracteristicas tales como la estabilidad en el suero, en una célula o en un
lugar donde es probable que se entregue el compuesto, como el estbmago en el caso de compuestos administrados
por via oral y el pulmén para compuestos inhalados. En el caso de una construccion de ARNi, la cadena
complementaria a la transcripcidon objetivo generalmente sera ARN o modificaciones de la misma. La otra cadena
puede ser ARN, ADN o cualquier otra variacion. La porcion duplex de la construccion de ARNi de "horquilla" bicatenaria
o monocatenaria tendra preferiblemente una longitud de 18 a 40 nucledtidos de longitud y opcionalmente de
aproximadamente 21 a 23 nucledtidos de longitud, siempre que sirva como sustrato Dicer. Los acidos nucleicos
cataliticos o enzimaticos pueden ser ribozimas o enzimas de ADN y también pueden contener formas modificadas.
Los compuestos de 4cidos nucleicos pueden inhibir la expresion del objetivo en aproximadamente un 50%, 75%, 90%
0 mas cuando se ponen en contacto con células en condiciones fisiolégicas y a una concentracion en donde un control
sin sentido o sentido tiene poco o ningun efecto. Las concentraciones preferidas para probar el efecto de los
compuestos de acidos nucleicos son 1, 5 y 10 micromolar. Los compuestos de acidos nucleicos también pueden
analizarse para determinar sus efectos sobre, por ejemplo, el crecimiento dseo y la mineralizacion.

5. Ensayos de deteccién

Los polipéptidos ActRlla (por ejemplo, polipéptidos ActRlla solubles) y los polipéptidos activina pueden usarse para
identificar compuestos (agentes) que son agonistas o antagonistas de la ruta de sefalizacion activina-ActRlIla. Los
compuestos identificados a través de este examen pueden ser probados para evaluar su capacidad para modular el
crecimiento 6seo o la mineralizacion in vitro. Opcionalmente, estos compuestos pueden probarse adicionalmente en
modelos animales para evaluar su capacidad para modular el crecimiento de tejido in vivo.

Existen numerosas metodologias para la deteccion de agentes terapéuticos para modular el crecimiento de tejido
dirigiéndose a los polipéptidos de activina y ActRlla. Se puede llevar a cabo un cribado de alto rendimiento de los
compuestos para identificar agentes que perturben la activina o los efectos mediados por ActRlIla sobre el hueso. En
ciertos casos, el ensayo se lleva a cabo para seleccionar e identificar compuestos que inhiben o reducen
especificamente la union de un polipéptido ActRlla a la activina. Alternativamente, el ensayo puede usarse para
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identificar compuestos que mejoran la union de un polipéptido ActRlIla a activina. Los compuestos se pueden identificar
por su capacidad de interactuar con una activina o un polipéptido ActRlla.

Una variedad de formatos de ensayo sera suficiente y, a la luz de la presente descripcién, los que no se describen
expresamente en el presente documento seran comprendidos por un experto en la materia. Como se describe en el
presente documento, los compuestos de prueba (agentes) pueden crearse mediante cualquier método quimico
combinatorio. Alternativamente, los compuestos sujetos pueden ser biomoléculas de origen natural sintetizadas in vivo
o in vitro. Los compuestos (agentes) que se analizaran para determinar su capacidad de actuar como moduladores
del crecimiento de tejidos pueden ser producidos, por ejemplo, por bacterias, levaduras, plantas u otros organismos
(por ejemplo, productos naturales), producidos quimicamente (por ejemplo, moléculas pequefas, incluidos
peptidomiméticos), o producido de forma recombinante. Los compuestos de prueba incluyen moléculas organicas no
peptidicas, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, azicares, hormonas y moléculas de acido nucleico. En un caso
especifico, el agente de prueba es una molécula organica pequefia que tiene un peso molecular de menos de
aproximadamente 2000 daltons.

Los compuestos de prueba pueden proporcionarse como entidades individuales, discretas, o proporcionarse en
bibliotecas de mayor complejidad, tal como las preparadas por quimica combinatoria. Estas bibliotecas pueden
comprender, por ejemplo, alcoholes, haluros de alquilo, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases de
compuestos organicos. La presentacion de los compuestos de prueba al sistema de prueba puede ser en forma aislada
0 como mezclas de compuestos, especialmente en los pasos iniciales de seleccidon. Opcionalmente, los compuestos
pueden derivarse opcionalmente con otros compuestos y tener grupos de derivacién que faciliten el aislamiento de los
compuestos. Ejemplos no limitantes de grupos derivantes incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina
fluorescente verde, isotopos, polihistidina, perlas magnéticas, glutation S transferasa (GST), reticuladores
fotoactivables o cualquier combinacion de los mismos.

En muchos programas de deteccion de farmacos que prueban bibliotecas de compuestos y extractos naturales, son
deseables ensayos de alto rendimiento para maximizar el numero de compuestos estudiados en un periodo de tiempo
dado. Los ensayos que se realizan en sistemas libres de células, como los que pueden derivarse con proteinas
purificadas o semipurificadas, a menudo se prefieren como pantallas "primarias”, ya que pueden generarse para
permitir un desarrollo rapido y una deteccién relativamente facil de una alteracién en un blanco molecular que esta
mediado por un compuesto de prueba. Ademas, los efectos de la toxicidad celular o la biodisponibilidad del compuesto
de prueba generalmente se pueden ignorar en el sistema in vitro, y el ensayo se centra principalmente en el efecto del
farmaco en el objetivo molecular como puede manifestarse en una alteracion de la afinidad de unién entre un
polipéptido ActRlla y activina.

Simplemente para ilustrar, en un ensayo de cribado de ejemplo, el compuesto de interés se pone en contacto con un
polipéptido ActRlla aislado y purificado que normalmente es capaz de unirse a activina. A la mezcla del compuesto y
polipéptido ActRlla se le afiade una composicion que contiene un ligando ActRlla. La deteccion y cuantificacion de los
complejos ActRlla/activina proporciona un medio para determinar la eficacia del compuesto para inhibir (o potenciar)
la formacion de complejos entre el polipéptido ActRlla y la activina. La eficacia del compuesto puede evaluarse
generando curvas de respuesta a la dosis a partir de los datos obtenidos utilizando diversas concentraciones del
compuesto de prueba. Ademas, también se puede realizar un ensayo de control para proporcionar una linea de base
para la comparacion. Por ejemplo, en un ensayo de control, se agrega activina aislada y purificada a una composicion
que contiene el polipéptido ActRlla, y la formacion del complejo ActRlla/activina se cuantifica en ausencia del
compuesto de prueba. Se entendera que, en general, el orden en que se pueden mezclar los reactivos se puede variar,
y se pueden mezclar simultdneamente. Ademas, en lugar de proteinas purificadas, pueden usarse extractos celulares
y lisados para proporcionar un sistema de ensayo libre de células adecuado.

La formacién de complejos entre el polipéptido ActRlla y la activina puede detectarse mediante una variedad de
técnicas. Por ejemplo, la modulacion de la formacién de complejos se puede cuantificar usando, por ejemplo, proteinas
marcadas de forma detectable, como las radiomarcadas (por ejemplo, 32P, 35S, '4C o 3H), marcadas con fluorescencia
(por ejemplo, FITC) o el polipéptido ActRlla o la activina marcadas enzimaticamente, por inmunoensayo o por
detecciéon cromatografica.

Se pueden usar ensayos de polarizacion de fluorescencia y los ensayos de transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) para medir, directa o indirectamente, el grado de interaccidn entre un polipéptido ActRlla y su
proteina de unién. Ademas, se pueden usar otros modos de deteccion, tales como los basados en guias de ondas
Opticas (publicacion PCT WO 96/26432 y Patente de los Estados Unidos No. 5,677,196), resonancia de plasmoén
superficial (SPR), sensores de carga superficial y sensores de fuerza superficial.

Un ensayo de trampa de interaccién, también conocido como el "ensayo de dos hibridos", puede usarse para identificar
agentes que interrumpen o potencian la interaccién entre un polipéptido ActRlla y su proteina de union. Véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 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 lwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:
1693-1696). Se pueden usar dos sistemas hibridos inversos para identificar compuestos (por ejemplo, moléculas
pequefas o péptidos) que disocian las interacciones entre un polipéptido ActRlla y su proteina de union. Véanse, por
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ejemplo, Vidal and Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27: 919-29; Vidal and Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17: 374-
81; y las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,525,490; 5,955,280; y 5,965,368.

Los compuestos en cuestidon pueden identificarse por su capacidad para interactuar con un polipéptido ActRlla o
activina descrito aqui. La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRlla o activina puede ser covalente o no
covalente. Por ejemplo, dicha interaccion se puede identificar a nivel de proteina utilizando métodos bioquimicos in
vitro, que incluyen fotoentrecruzamiento, unién de ligando radiomarcado y cromatografia de afinidad (Jakoby WB et
al., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos pueden seleccionarse en un ensayo basado
€n un mecanismo, como un ensayo para detectar compuestos que se unen a una activina o un polipéptido ActRlla.
Esto puede incluir un evento de unién en fase sélida o en fase fluida. Alternativamente, el gen que codifica una activina
o un polipéptido ActRlla puede transfectarse con un sistema indicador (por ejemplo, B-galactosidasa, luciferasa o
proteina fluorescente verde) en una célula y seleccionarse contra la biblioteca preferiblemente mediante un 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 unidn que detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de uniéon pueden
realizarse con el objetivo fijado a un pozo, perla o chip o capturado por un anticuerpo inmovilizado o resuelto por
electroforesis capilar. Los compuestos unidos pueden detectarse usualmente usando resonancia colorimétrica o
fluorescente o de plasmén superficial.

En el presente documento se describen métodos y agentes para modular (estimular o inhibir) la formacién ésea y
aumentar la masa 6sea. Por lo tanto, cualquier compuesto identificado puede analizarse en células o tejidos completos,
in vitro o in vivo, para confirmar su capacidad para modular el crecimiento 6seo o la mineralizacién. Se pueden utilizar
varios métodos conocidos en la técnica para este propdsito.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRlIla o activina o los compuestos de prueba sobre el crecimiento 6seo o
cartilaginoso puede determinarse midiendo la induccién de Msx2 o la diferenciacion de células osteoprogenitoras en
osteoblastos en ensayos basados en células (véase, por ejemplo, Daluiski et al., Nat Genet. 2001, 27(1): 84-8; Hino
et al., Front Biosci. 2004, 9: 1520-9). Otro ejemplo de ensayos basados en células incluye el analisis de la actividad
osteogénica del sujeto ActRlla o polipéptidos de activina y compuestos de prueba en células progenitoras
mesenquimatosas y osteoblasticas. Para ilustrar, los adenovirus recombinantes que expresan una activina o un
polipéptido ActRlla pueden construirse para infectar células progenitoras mesenquimales pluripotentes C3H10T1/2,
células C2C12 preosteoblasticas y células TE-85 osteoblasticas. La actividad osteogénica se determina midiendo la
induccién de fosfatasa alcalina, osteocalcina y mineralizacion de la matriz (véase, por ejemplo, Cheng et al., J bone
Joint Surg Am. 2003, 85-A(8): 1544-52).

Pueden usarse ensayos in vivo para medir el crecimiento de hueso o cartilago. Por ejemplo, Namkung-Matthai et al.,
Bone, 28: 80-86 (2001) describe un modelo osteoporético de rata en donde se estudia la reparacion 6sea durante el
periodo inicial después de la fractura. Kubo et al., Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 68: 197-202 (1999)
también describe un modelo osteoporético de rata en donde se estudia la reparacion ésea durante el tltimo periodo
después de la fractura. Andersson et al., J. Endocrinol. 170: 529-537 describen un modelo de osteoporosis de raton
en donde los ratones se ovariectomizan, lo que hace que los ratones pierdan un contenido mineral éseo sustancial y
una densidad mineral 6sea, perdiendo el hueso trabecular aproximadamente el 50% de la densidad mineral 6sea. La
densidad ésea podria incrementarse en los ratones ovariectomizados mediante la administracion de factores como la
hormona paratiroidea. Se pueden usar ensayos de curacién de fracturas conocidos en la técnica. Estos ensayos
incluyen técnicas de fractura, analisis histoldgicos y analisis bioquimicos, que se describen, por ejemplo, en la Patente
de los Estados Unidos No. 6,521,750, que describe protocolos experimentales para causar y medir la extension de
fracturas y el proceso de reparacion.

6. Usos terapéuticos de ejemplo

Los antagonistas de activina-ActRlla (por ejemplo, polipéptidos ActRIla) pueden usarse para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccion que esta asociada con dafo 6seo, ya sea, por ejemplo, por rotura, pérdida o desmineralizacion.
Como se demuestra en este documento, los antagonistas de activina-ActRlla, y particularmente los componentes de
ActRlla-Fc, son efectivos para tratar o prevenir la pérdida 6sea relacionada con el cancer. Aqui se describen métodos
para tratar o prevenir el dafio 6seo en un individuo que lo necesite mediante la administracion al individuo de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un antagonista de activina-ActRlla, particularmente un polipéptido ActRlla.
También se describen métodos para promover el crecimiento 6seo o la mineralizacion en un individuo que lo necesita
mediante la administracion al individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva de un antagonista de activina-
ActRlla, particularmente un polipéptido ActRIla. Estos métodos estan dirigidos preferiblemente a tratamientos
terapéuticos y profilacticos de animales, y mas preferiblemente, humanos. La divulgacion prevé el uso de antagonistas
de activina-ActRlla (particularmente polipéptidos ActRlla solubles y anticuerpos neutralizantes dirigidos a activina o
ActRIla) para el tratamiento de trastornos asociados con baja densidad ésea o disminucién de la resistencia ésea.

Como se usa en el presente documento, un agente terapéutico que "previene" un trastorno o afeccién se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la aparicion del trastorno o afeccion en la muestra tratada en
relacion con una muestra de control no tratada, o retrasa el inicio o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del
trastorno o afeccién en relacién con la muestra de control no tratada. El término "tratar" como se usa en el presente
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documento incluye la profilaxis de la afeccién nombrada o la mejora o eliminacion de la afeccién una vez que se ha
establecido. En cualquier caso, la prevencion o el tratamiento pueden discernirse en el diagndstico proporcionado por
un meédico y el resultado previsto de la administracion del agente terapéutico.

La descripcion proporciona métodos para inducir la formacion de hueso y/o cartilago, evitando la pérdida dsea,
aumentando la mineralizaciéon ésea o evitando la desmineralizacién del hueso. Por ejemplo, los antagonistas de
activina-ActRlla sujetos tienen aplicacion en el tratamiento de la osteoporosis y la curacion de fracturas éseas y
defectos del cartilago en humanos y otros animales. Los polipéptidos ActRlla o activina pueden ser Utiles en pacientes
con diagnéstico de baja densidad ésea subclinica, como medida de proteccidn contra el desarrollo de osteoporosis.

Las composiciones en cuestion pueden encontrar utilidad médica en la curaciéon de fracturas 6seas y defectos de
cartilago en humanos y otros animales. Las composiciones en cuestion también pueden tener uso profilactico en la
reduccion de fracturas tanto cerradas como abiertas y también en la fijacion mejorada de articulaciones artificiales. La
formacion de hueso de novo inducida por un agente osteogénico contribuye a la reparacion de defectos craneofaciales
congeénitos, inducidos por traumatismo u reseccion oncoldgica, y también es util en cirugia plastica cosmética. En
ciertos casos, los antagonistas de activina-ActRlla sujetos pueden proporcionar un entorno para atraer células
formadoras de hueso, estimular el crecimiento de células formadoras de hueso o inducir la diferenciacion de
progenitores de células formadoras de hueso. Los antagonistas de activina-ActRIla también pueden ser utiles en el
tratamiento de la osteoporosis.

Las composiciones de la invencion se pueden aplicar a afecciones caracterizadas o que causan pérdida 6sea, tales
como osteoporosis (incluyendo osteoporosis secundaria), hiperparatiroidismo, enfermedad de Cushing, enfermedad
de Paget, tirotoxicosis, estado de diarrea crénica, o malabsorcion, acidosis tubular renal o anorexia nerviosa.

La osteoporosis puede ser causada por, 0 asociada con, varios factores. Ser mujer, particularmente una mujer
posmenopausica, tener un peso corporal bajo y llevar un estilo de vida sedentario son factores de riesgo de
osteoporosis (pérdida de densidad mineral 6sea, lo que conlleva un riesgo de fractura). Las personas que tengan
cualquiera de los siguientes perfiles pueden ser candidatos para el tratamiento con un antagonista de ActR I: una
mujer posmenopausica y que no esté tomando estrégenos u otra terapia de reemplazo hormonal; una persona con
antecedentes personales o maternos de fractura de cadera o tabaquismo; una mujer posmenopdausica que es alta
(mas de 5 pies y 7 pulgadas) o delgada (menos de 125 libras); un hombre con condiciones clinicas asociadas con
pérdida 6sea; una persona que usa medicamentos que se sabe que causan pérdida dsea, incluidos los corticosteroides
como Prednisone™, varios medicamentos anticonvulsivos como Dilantin™ y ciertos barbituricos, o medicamentos de
reemplazo de tiroides en dosis altas; una persona que tiene diabetes tipo 1, enfermedad hepatica, enfermedad renal
o antecedentes familiares de osteoporosis; una persona que tiene un alto recambio 6seo (por ejemplo, colageno
excesivo en muestras de orina); una persona con una afeccion tiroidea, como hipertiroidismo; una persona que ha
experimentado una fractura luego de un trauma leve; una persona que ha tenido pruebas radiograficas de fractura
vertebral u otros signos de osteoporosis.

Como se sefial6 anteriormente, la osteoporosis también puede resultar como una afeccién asociada con otro trastorno
o por el uso de ciertos medicamentos. La osteoporosis resultante de medicamentos u otra afeccidon médica se conoce
como osteoporosis secundaria. En una condicidon conocida como enfermedad de Cushing, la cantidad excesiva de
cortisol producida por el cuerpo produce osteoporosis y fracturas. Los medicamentos mas comunes asociados con la
osteoporosis secundaria son los corticosteroides, una clase de medicamentos que actuan como el cortisol, una
hormona producida naturalmente por las glandulas suprarrenales. Aunque se necesitan niveles adecuados de
hormonas tiroideas (que son producidas por la glandula tiroides) para el desarrollo del esqueleto, el exceso de hormona
tiroidea puede disminuir la masa 6sea con el tiempo. Los antiacidos que contienen aluminio pueden conducir a la
pérdida 6sea cuando las personas con problemas renales las toman en altas dosis, particularmente las que se someten
a dialisis. Otros medicamentos que pueden causar osteoporosis secundaria incluyen fenitoina (Dilantin) y barbituricos
que se usan para prevenir las convulsiones; metotrexato (Rheumatrex, Immunex, Folex PFS), un medicamento para
algunas formas de artritis, cancer y trastornos inmunes; ciclosporina (Sandimmune, Neoral), un medicamento utilizado
para tratar algunas enfermedades autoinmunes y para suprimir el sistema inmune en pacientes con trasplante de
organos; agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (Lupron, Zoladex), utilizados para tratar el cancer
de prostata y la endometriosis; heparina (calciparina, liguaemina), un medicamento anticoagulante; y colestiramina
(Questran) y colestipol (Colestid), utilizados para tratar el colesterol alto. La pérdida 6sea resultante de la terapia contra
el cancer es ampliamente reconocida y se denomina pérdida 6sea inducida por la terapia contra el cancer (CTIBL).
Las metastasis 6seas pueden crear cavidades en el hueso que pueden corregirse mediante el tratamiento con
antagonistas de activina-ActRlla.

Las composiciones de la invencion pueden usarse en pacientes con cancer. Los pacientes que tienen ciertos tumores
(por ejemplo, mieloma multiple) pueden ser tratados con antagonistas de activina-ActRlIla incluso en ausencia de
evidencia de pérdida 6sea o metastasis dseas. Los pacientes también pueden ser monitorizados por evidencia de
pérdida 6sea o metastasis 6seas, y pueden ser tratados con antagonistas de activina-ActRlIla en el caso de que los
indicadores sugieran un mayor riesgo. En general, las exploraciones DEXA se emplean para evaluar los cambios en
la densidad 6sea, mientras que los indicadores de remodelacion dsea se pueden usar para evaluar la probabilidad de
metastasis 6seas. Se pueden controlar los marcadores séricos. La fosfatasa alcalina especifica del hueso (BSAP) es
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una enzima que esta presente en los osteoblastos. Los niveles sanguineos de BSAP aumentan en pacientes con
metastasis 6seas y otras afecciones que resultan en un aumento de la remodelacion ésea. La osteocalcina y los
péptidos de procolageno también se asocian con la formacion y metastasis 6seas. Se han detectado aumentos en
BSAP en pacientes con metéstasis éseas causadas por cancer de préstata y, en menor grado, en metastasis 6seas
por cancer de mama. Los niveles de proteina morfogenética 6sea 7 (BMP-7) son altos en el cancer de préstata que
ha hecho metastasis en los huesos, pero no en metastasis 6seas debido a cancer de vejiga, piel, higado o pulmon. El
telopéptido carboxi-terminal tipo | (ICTP) es un reticulado que se encuentra en el colageno que se forma durante la
reabsorcion del hueso. Dado que el hueso se descompone y reforma constantemente, ICTP se encontrara en todo el
cuerpo. Sin embargo, en el sitio de metastasis 6seas, el nivel sera significativamente mas alto que en un area de
hueso normal. ICTP se ha encontrado en niveles altos en metastasis éseas debido a cancer de préstata, pulmén y
seno. Otro reticulado de colageno, el telopéptido N-terminal tipo | (NTx), se produce junto con ICTP durante el recambio
Oseo. La cantidad de NTx aumenta en la metastasis 6sea causada por muchos tipos diferentes de cancer, incluido el
cancer de pulmon, prostata y mama. Ademas, los niveles de NTx aumentan con la progresion de la metastasis 6sea.
Por lo tanto, este marcador puede usarse tanto para detectar metastasis como para medir la extensién de la
enfermedad. Otros marcadores de reabsorcion incluyen piridinolina y desoxipiridinolina. Cualquier aumento en los
marcadores de reabsorcién o marcadores de metastasis 0seas indica la necesidad de una terapia con antagonista de
activina-ActRlla en un paciente.

Los antagonistas de activina-ActRIla pueden administrarse conjuntamente con otros agentes farmacéuticos. La
administracion conjunta se puede lograr mediante la administracion de una sola formulaciéon conjunta, mediante
administracion simultanea o mediante administracion en momentos separados. Los antagonistas de activina-ActRlIla
pueden ser particularmente ventajosos si se administran con otros agentes 6seos activos. Un paciente puede
beneficiarse de recibir conjuntamente el antagonista de activina-ActRlla y tomar suplementos de calcio, vitamina D,
ejercicio apropiado y/o, en algunos casos, otros medicamentos. Ejemplos de otros medicamentos incluyen,
bifosfonatos (alendronato, ibandronato y risedronato), calcitonina, estrégenos, hormona paratiroidea y raloxifeno. Los
bisfosfonatos (alendronato, ibandronato y risedronato), calcitonina, estrogenos y raloxifeno afectan el ciclo de
remodelacion 6sea y se clasifican como medicamentos antirresortivos. La remodelacion 6sea consta de dos etapas
distintas: resorcion 6sea y formacion 6sea. Los medicamentos antirresortivos ralentizan o detienen la parte de
reabsorcion 6sea del ciclo de remodelacion 6sea, pero no disminuyen la parte del ciclo que forma los huesos. Como
resultado, la nueva formacion continda a un ritmo mayor que la resorciéon dsea, y la densidad 6sea puede aumentar
con el tiempo. La teriparatida, una forma de hormona paratiroidea, aumenta la tasa de formacién 6sea en el ciclo de
remodelacion 6sea. El alendronato esta aprobado tanto para la prevencion (5 mg por dia o0 35 mg una vez por semana)
como para el tratamiento (10 mg por dia o 70 mg una vez por semana) de la osteoporosis posmenopausica. El
alendronato reduce la pérdida 6sea, aumenta la densidad 6sea y reduce el riesgo de fracturas de columna, mufieca y
cadera. El alendronato también esta aprobado para el tratamiento de la osteoporosis inducida por glucocorticoides en
hombres y mujeres como resultado del uso a largo plazo de estos medicamentos (es decir, prednisona y cortisona) y
para el tratamiento de la osteoporosis en hombres. El alendronato méas vitamina D esta aprobado para el tratamiento
de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas (70 mg una vez a la semana mas vitamina D) y para el tratamiento
para mejorar la masa 6sea en hombres con osteoporosis. El ibandronato esta aprobado para la prevencién y el
tratamiento de la osteoporosis posmenopausica. Tomado como una pildora una vez al mes (150 mg), el ibandronato
se debe tomar el mismo dia cada mes. El ibandronato reduce la pérdida 6sea, aumenta la densidad 6sea y reduce el
riesgo de fracturas de columna. El risedronato esta aprobado para la prevencion y el tratamiento de la osteoporosis
posmenopausica. Tomado diariamente (dosis de 5 mg) o semanalmente (dosis de 35 mg o dosis de 35 mg con calcio),
el risedronato disminuye la pérdida ésea, aumenta la densidad 6sea y reduce el riesgo de fracturas de columna y no
columna. El risedronato también estd4 aprobado para su uso por hombres y mujeres para prevenir y/o tratar la
osteoporosis inducida por glucocorticoides que resulta del uso a largo plazo de estos medicamentos (es decir,
prednisona o cortisona). La calcitonina es una hormona natural involucrada en la regulacion del calcio y el metabolismo
6seo. En mujeres que han pasado mas de 5 afios después de la menopausia, la calcitonina disminuye la pérdida 6sea,
aumenta la densidad 6sea de la columna y puede aliviar el dolor asociado con las fracturas 6seas. La calcitonina
reduce el riesgo de fracturas vertebrales. La calcitonina esta disponible como inyeccién (50-100 Ul diarias) o aerosol
nasal (200 Ul diarias). La terapia con estrégenos (ET)/terapia hormonal (HT) esta aprobada para la prevencion de la
osteoporosis. Se ha demostrado que la ET reduce la pérdida ésea, aumenta la densidad dsea tanto en la columna
vertebral como en la cadera, y reduce el riesgo de fracturas de cadera y columna vertebral en mujeres
posmenopausicas. La ET se administra con mayor frecuencia en forma de pildora o parche cutaneo que administra
una dosis baja de aproximadamente 0.3 mg diarios o una dosis estandar de aproximadamente 0.625 mg diarios y es
efectiva incluso cuando se comienza después de los 70 afios. Cuando se toma estrégeno solo, puede aumentar el
riesgo de una mujer de desarrollar cancer del revestimiento uterino (cancer de endometrio). Para eliminar este riesgo,
los proveedores de atencién médica recetan la hormona progestina en combinaciéon con estrégenos (terapia de
reemplazo hormonal o TH) para aquellas mujeres que tienen el Utero intacto. ET/HT alivia los sintomas de la
menopausia y se ha demostrado que tiene un efecto beneficioso sobre la salud ésea. Los efectos secundarios pueden
incluir sangrado vaginal, sensibilidad en los senos, trastornos del estado de animo y enfermedad de la vesicula biliar.
El raloxifeno, 60 mg al dia, esta aprobado para la prevencion y el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica. Es
de una clase de medicamentos llamados moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERM) que se han
desarrollado para proporcionar los efectos beneficiosos de los estrogenos sin sus posibles desventajas. El raloxifeno
aumenta la masa 6sea y reduce el riesgo de fracturas de columna. Todavia no hay datos disponibles para demostrar
que el raloxifeno puede reducir el riesgo de fracturas de cadera y otras fracturas no vertebrales. La teriparatida, una
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forma de hormona paratiroidea, estd aprobada para el tratamiento de la osteoporosis en mujeres y hombres
posmenopausicos con alto riesgo de fractura. Este medicamento estimula la formacién de hueso nuevo y aumenta
significativamente la densidad mineral 6sea. En mujeres posmenopausicas, se observo reduccion de la fractura en la
columna vertebral, cadera, pie, costillas y mufieca. En los hombres, se observé reduccion de la fractura en la columna
vertebral, pero no hubo datos suficientes para evaluar la reduccién de la fractura en otros sitios. La teriparatida se
autoadministra como una inyeccion diaria de hasta 24 meses.

7. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se definen en las reivindicaciones 1-10. En ciertas realizaciones, los
antagonistas de activina-ActRlla (por ejemplo, los polipéptidos ActRlla de la presente invencion se formulan con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, un polipéptido ActRlla se puede administrar solo o como un
componente de una formulacion farmacéutica (composicion terapéutica). Los compuestos en cuestion pueden
formularse para la administracién de cualquier manera conveniente para su uso en medicina humana o veterinaria.

Las composiciones pueden administrarse sistémica o localmente como un implante o dispositivo. Cuando se
administra, la composicion terapéutica para uso en esta invencién esta en una forma fisiolégicamente aceptable libre
de pirégenos. Los agentes terapéuticamente Utiles distintos de los antagonistas de ActRlla que también pueden
incluirse opcionalmente en la comparacion como se describe anteriormente, pueden administrarse simultanea o
secuencialmente con los compuestos en cuestion (por ejemplo, polipéptidos ActRlla) en los métodos de la invencion.

Tipicamente, los antagonistas de ActRlla se administraran por via parenteral, y particularmente por via intravenosa o
subcutanea. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral pueden comprender uno
o0 mas polipéptidos ActRlla en combinacion con una o mas soluciones isotonicas acuosas o no acuosas estériles
farmacéuticamente aceptables, dispersiones, suspensiones o emulsiones, o polvos estériles que pueden reconstituirse
en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de uso, que puede contener antioxidantes, reguladores,
bacteriostatos, solutos que hacen que la formulacion sea isoténica con la sangre del receptor previsto o agentes de
suspensién o espesantes. Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y ésteres
organicos inyectables, como el oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso
de materiales de recubrimiento, como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Ademas, la composicién puede encapsularse o inyectarse en una forma para suministro a un sitio de tejido diana (por
ejemplo, hueso). En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencion pueden incluir una matriz capaz
de administrar uno o mas compuestos terapéuticos (por ejemplo, polipéptidos ActRlla) a un sitio de tejido diana (por
ejemplo, hueso), proporcionando una estructura para el tejido en desarrollo y 6ptimamente capaz de ser resorbido en
el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacion lenta de los polipéptidos ActRlla. Dichas matrices
pueden estar formadas por materiales actualmente en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion del material de matriz se basa en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas,
apariencia cosmética y propiedades de interfaz. La aplicaciéon particular de las composiciones objeto definira la
formulacion apropiada. Las posibles matrices para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, trifosfato de trical,
hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros materiales
potenciales son biodegradables y biolégicamente bien definidos, como el hueso o el colageno dérmico. Las matrices
adicionales estdn compuestas de proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras posibles matrices no
son biodegradables y estan definidas quimicamente, como la hidroxiapatita sinterizada, el vidrio bioldgico, los
aluminatos u otras ceramicas. Las matrices pueden estar compuestas de combinaciones de cualquiera de los tipos de
material mencionados anteriormente, tales como acido polilactico e hidroxiapatita o colageno y fosfato de
tricalcifosfato. La bioceramica puede ser alterada en su composicién, como en el fosfato aluminato de calcio y
procesada ara alterar el tamario de poro, el tamafio de particula, la forma de particula y la biodegradabilidad.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse por via oral, por ejemplo, en forma de capsulas, saquitos,
pildoras, tabletas, pastillas (usando una base aromatizada, generalmente sacarosa y acacia o tragacanto), polvos,
granulos o como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, o como una emulsién liquida de
aceite en agua o agua en aceite, 0 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 similares, cada uno de los cuales contiene una cantidad
predeterminada de un agente como ingrediente activo. Un agente también se puede administrar como un bolo,
electuario o pasta.

En formas de dosificacién solidas para administracion oral (capsulas, tabletas, pildoras, grageas, polvos, granulos y
similares), uno o mas compuestos terapéuticos de la presente invencion se pueden mezclar con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los siguientes: (1)
rellenos o extendedores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes,
tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3)
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humectantes, tales como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de
papa o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardadores de la solucion, tales
como parafina; (6) aceleradores de absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes
humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin
y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles
solidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos; y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas, tabletas y
pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes tamponan tés. Las composiciones
sélidas de un tipo similar también pueden emplearse como cargas en capsulas de gelatina blandas y duras usando
excipientes tales como lactosa o azucares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes comunmente utilizados en la técnica, como agua u otros
solventes, agentes 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, semillas de
algodon, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y
ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones
orales también pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension,
agentes edulcorantes, aromatizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspensién tales como alcoholes
de isoestearilo, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio,
bentonita, agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Las composiciones de la invencidon también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de los microorganismos
puede garantizarse mediante la inclusidon de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, acido fenol-sérbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como
azucares, cloruro de sodio y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma
farmacéutica inyectable se puede lograr mediante la inclusion de agentes que retrasan la absorcion, como el
monoestearato de aluminio y la gelatina.

Se entiende que el régimen de dosificacion sera determinado por el médico tratante considerando diversos factores
que modifican la accion de los compuestos objeto de la invencion (por ejemplo, polipéptidos ActRlla). Los diversos
factores incluyen, entre otros, la cantidad de peso 6seo que se desea formar, el grado de pérdida de densidad 6sea,
el sitio del dafio 6seo, la condicién del hueso dafiado, la edad, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de cualquier
enfermedad que pueda estar contribuyendo a la pérdida dsea, el tiempo de administracion y otros factores clinicos.
Opcionalmente, la dosificacion puede variar con el tipo de matriz utilizada en la reconstitucion y los tipos de
compuestos en la composicion. La adicion de otros factores de crecimiento conocidos a la composicion final, también
puede afectar la dosificacion. El progreso se puede monitorear mediante la evaluacion periddica del crecimiento y/o
reparacion osea, por ejemplo, rayos X (incluido DEXA), determinaciones histomorfométricas y etiquetado de
tetraciclina.

Los experimentos con primates y humanos han demostrado que los efectos de ActRlla-Fc en el hueso son detectables
cuando el compuesto se dosifica a intervalos y cantidades suficientes para alcanzar concentraciones séricas de
aproximadamente 200 ng/ml, con efectos semimaximos en biomarcadores 6seos anabdlicos ocurriendo a una dosis
de 0.3 mg/kg o el equivalente en términos de 4rea bajo la curva. En humanos, se pueden alcanzar niveles séricos de
200 ng/ml con una dosis unica de 0.1 mg/kg o mayor y niveles séricos de 1000 ng/ml con una dosis Unica de 0.3 mg/kg
o mayor. La vida media en suero observada de la molécula es de aproximadamente 25 a 35 dias, sustancialmente
mas larga que la mayoria de las proteinas de fusion de Fc, y por lo tanto se puede lograr un nivel de suero efectivo
sostenido, por ejemplo, dosificando con aproximadamente 0.05 a 0.5 mg/kg en semanalmente o quincenalmente, o se
pueden usar dosis mas altas con intervalos mas largos entre las dosis. Por ejemplo, dosis de 0.1, 0.3, 0.5,0.7, 1,2 o
3 mg/kg, o valores intermedios, pueden usarse mensualmente o bimensualmente, y el efecto sobre el hueso puede
ser lo suficientemente duradero como para que sea necesaria la dosificacion solo una vez cada 3, 4, 5, 6, 9, 12 o mas
meses. Los intervalos mas largos entre las dosis estan respaldados por la duracion del efecto farmacodinamico, que
es mas largo que la duracién del farmaco en el suero. Los efectos PD se observan durante al menos 120 dias en
pacientes humanos.

La terapia génica puede usarse para la produccién in vivo de polipéptidos ActRlla. Dicha terapia lograria su efecto
terapéutico mediante la introduccion de las secuencias de polinucleétidos ActRlla en células o tejidos que tienen los
trastornos enumerados anteriormente. El suministro de secuencias de polinucledtidos de ActRlla se puede lograr
usando un vector de expresion recombinante tal como un virus quimérico o un sistema de dispersion coloidal. Se
prefiere el uso terapéutico de secuencias de polinucleétidos ActRlla para el uso de liposomas especificos.

Diversos vectores virales que pueden utilizarse para la terapia génica como se ensefia aqui incluyen adenovirus, virus
del herpes, vacuna o, preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus. Preferiblemente, el vector retroviral es
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un derivado de un retrovirus murino o aviar. Ejemplos de vectores retrovirales en los que se puede insertar un solo
gen extrafo incluyen, entre otros: el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), el virus del sarcoma murino
de Harvey (HaMuSV), el virus del tumor mamario murino (MuMTV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Varios
vectores retrovirales adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden transferir o
incorporar un gen para un marcador seleccionable para que las células transducidas puedan identificarse y generarse.
Los vectores retrovirales pueden hacerse especificos para el objetivo uniendo, por ejemplo, un azucar, un glicolipido
0 una proteina. La orientacion preferida se logra mediante el uso de un anticuerpo. Los expertos en la materia
reconoceran que las secuencias de polinucleétidos especificos pueden insertarse en el genoma retroviral o unirse a
una envoltura viral para permitir la administracion especifica del vector retroviral que contiene el polinucleétido ActRlla.
En una realizacion preferida, el vector esta dirigido a hueso o cartilago.

Alternativamente, las células de cultivo de tejidos pueden transfectarse directamente con plasmidos que codifican los
genes estructurales retrovirales gag, pol y env, mediante transfeccién convencional con fosfato de calcio. Estas células
se transfectan luego 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 suministro dirigido para polinucleétidos ActRlIla es un sistema de dispersion coloidal. Los sistemas de
dispersion coloidal incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados
en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal
preferido es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificial que son Utiles como vehiculos de
administracion in vitro e in vivo. El ARN, el ADN vy los viriones intactos pueden encapsularse dentro del interior acuoso
y entregarse a las células en una forma biolégicamente activa (véase, por ejemplo, Fraley et al., Trends Biochem. Sci.,
6:77, 1981). Los métodos para la transferencia eficiente de genes utilizando un vehiculo de liposomas son conocidos
en la técnica, véase, por ejemplo, Mannino, et al., Biotechniques, 6: 682, 1988. La composicion del liposoma suele ser
una combinacion de fosfolipidos, generalmente en combinacién con esteroides, especialmente colesterol. También se
pueden usar otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza
i6nica y la presencia de cationes divalentes.

Ejemplos de lipidos utiles en la produccion de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y gangliésidos. Los
fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina. El
direccionamiento de los liposomas también es posible basandose, por ejemplo, en la especificidad de érganos,
especificidad de células y especificidad de organulos, y es conocido en la técnica.

Ejemplificacion

La invencion que ahora se describe en general, se entendera mas facilmente con referencia a los siguientes ejemplos,
que se incluyen simplemente con fines ilustrativos de ciertas realizaciones de la presente invencion, y no estan
destinados a limitar la invencion.

Ejemplo 1: Proteinas de fusion ActRlla-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusion de ActRlla soluble que tiene el dominio extracelular de ActRlla
humana fusionado a un dominio Fc humano o de ratén con un enlazador minimo en el medio. Los constructos se
denominan ActRlla-hFc y ActRlla-mFc, respectivamente.

ActRlla-hFc se muestra a continuacion como purificado de lineas celulares CHO (SEQ ID NO: 7):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPK
PP TGGGTHTCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVYLHODWLNGKEYKCKVSNKALP
VPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOQGNYVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

Las proteinas ActRlla-hFc y ActRlla-mFc se expresaron en lineas celulares CHO. Se consideraron tres secuencias
guia diferentes:

(i) Mellitina de abeja melifera (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 8)
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(i) Activador de plasmindgeno tisular (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 9)
(iii) Nativo: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 10).

La forma seleccionada emplea la guia TPA y tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos sin procesar:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCY
GDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEG
NMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:13)

Este polipéptido esta codificado por la siguiente secuencia de acidos nucleicos:

ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCT
TCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTT
TITAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTT
ATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGG
TTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGACA
GGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGA
GGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCACACAG
CCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAG
CACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCOGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEQ 1D NO:14)
Tanto ActRlla-hFc como ActRIla-mFc fueron notablemente susceptibles a la expresion recombinante. Como se
muestra en la figura 1, la proteina se purific6 como un pico de proteina unico y bien definido. La secuenciaciéon N-
terminal revel6 una secuencia unica de -ILGRSTQE (SEQ ID NO: 11). La purificacion podria lograrse mediante una
serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por ejemplo, tres o mas de los siguientes, en cualquier

orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de Q sefarosa, cromatografia de fenilsefarosa, cromatografia de
exclusion por tamafio y cromatografia de intercambio catidnico. La purificacion podria completarse con filtracion viral
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e intercambio de regulador. La proteina ActRlla-hFc se purificd a una pureza de >98% segun lo determinado por
cromatografia de exclusion por tamafio y >95% segun lo determinado por SDS PAGE.

ActRlla-hFc y ActRIla-mFc mostraron una alta afinidad por los ligandos, particularmente activina A. GDF-11 o Activina
A ("ActA") se inmovilizaron en un chip Biacore CM5 usando un procedimiento de acoplamiento de amina estandar.
Las proteinas ActRlIla-hFc y ActRlla-mFc se cargaron en el sistema y se midié la unién. ActRlla-hFc se unié a activina
con una constante de disociacién (Kp) de 5x107'2, y la proteina se unié a GDF11 con un Kp de 9.96x10°. Véase Figura
2. ActRIla-mFc se comporté de manera similar.

Se uso6 un ensayo de gen informador A-204 para evaluar los efectos de las proteinas ActRlIla-hFc sobre la sefializacion
por GDF-11 y Activina A. Linea celular: rabdomiosarcoma humano (derivado de musculo). Vector informador:
pGL3(CAGA) 12 (Descrito en Dennler et al, 1998, EMBO 17: 3091-3100.) Véase Figura 3. El motivo CAGA12 esté
presente en los genes sensibles a TGF-Beta (gen PAI-1), entonces este vector es de uso general para los factores de
sefalizacion a través de Smad2 y 3.

Dia 1: Dividir las células A-204 en una placa de 48 pozos.

Dia 2: Células A-204 transfectadas con 10 ug de pGL3(CAGA) 12 o pGL3(CAGA) 12 (10 pg)+ pRLCMV (1 ug) y
Fugene.

Dia 3: Agregar factores (diluido en medio+ 0.1% BSA). Los inhibidores deben preincubarse con factores durante 1
hora antes de agregarlos a las células. 6 horas mas tarde, las células se enjuagan con PBS y se lisan las células.

Esto es seguido por un ensayo de luciferasa. Tipicamente en este ensayo, en ausencia de inhibidores, la Activina A
muestra aproximadamente 10 veces la estimulacion de la expresion del gen informador y una EDso: ~ 2 ng/ml. GDF-
11: estimulacién 16 veces, EDso: ~ 1.5 ng/ml. GDF-8 muestra un efecto similar a GDF-11.

Como se muestra en la Figura 4, ActRlla-hFc y ActRlla-mFc inhiben la sefializaciéon mediada por GDF-8 a
concentraciones picomolares. Como se muestra en la Figura 5, tres preparaciones diferentes de ActRlla-hFc inhibieron
la sefializaciéon de GDF-11 con una ICso de aproximadamente 200 pM.

El ActRlla-hFc fue muy estable en estudios farmacocinéticos. Las ratas se dosificaron con 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10
mg/kg de proteina ActRlIla-hFc y los niveles plasmaticos de la proteina se midieron a las 24, 48, 72, 144 y 168 horas.
En un estudio separado, las ratas se dosificaron a 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. En ratas, ActRIla-hFc tuvo una vida
media en suero de 11-14 dias y los niveles circulantes del farmaco fueron bastante altos después de dos semanas
(11 pg/ml, 110 pg/ml o 304 pg/ml para las administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg,
respectivamente.) En los monos cynomolgus, la vida media plasmatica fue sustancialmente mayor de 14 dias y los
niveles circulantes del farmaco fueron de 25 pug/ml, 304 ug/ml o 1440 pg/ml para administraciones iniciales de 1 mg/kg,
10 mg/kg o 30 mg/kg, respectivamente. Los resultados preliminares en humanos sugieren que la vida media en suero
es de aproximadamente 20 a 30 dias.

Ejemplo 2: ActRlla-mFc promueve el crecimiento 6seo in vivo

Se administré a ratones hembra normales (BALB/c) ActRlla-mFc a un nivel de 1 mg/kg/ dosis, 3 mg/kg/dosis o 10
mg/kg/dosis, con dosis administradas dos veces por semana. La densidad mineral 6sea y el contenido mineral 6seo
se determinaron mediante DEXA, Véase Figura 6.

En ratones hembra BALB/c, las exploraciones DEXA mostraron un aumento significativo (>20%) en la densidad
mineral y el contenido éseo como resultado del tratamiento con ActRlla-mFc. Véase Figuras 7 y 8.

Por lo tanto, el antagonismo de ActRlla provocé un aumento de la densidad 6sea y el contenido en ratones hembra
normales. Como siguiente paso, se probd el efecto de ActRlla-mFc sobre el hueso en un modelo de ratén para la
osteoporosis.

Andersson et al. (2001), establecieron que los ratones ovariectomizados sufrieron una pérdida ésea sustancial (pérdida
del 50% del hueso trabecular seis semanas después de la operacion), y que la pérdida 6sea en estos ratones podria
corregirse con agentes terapéuticos candidatos, como la hormona paratiroidea.

Los solicitantes usaron ratones hembra C57BL6 que fueron ovariectomizados (OVX) u operados simulados a las 4-5
semanas de edad. Ocho semanas después de la cirugia, se inici6 el tratamiento con ActRlla-mFc (10 mg/kg, dos
veces por semana) o control (PBS). La densidad 6sea se midi6 por escaner CT.

Como se muestra en la figura 9, los ratones ovariectomizados no tratados mostraron una pérdida sustancial de
densidad o6sea trabecular con respecto a los controles simulados después de seis semanas. El tratamiento con
ActRIla-mFc restaur6 la densidad ésea al nivel de los ratones operados simulados. A las 6 y 12 semanas de
tratamiento, ActRIla-mFc causé un aumento sustancial en el hueso trabecular de los ratones OVX. Véase Figura 10.
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Después de 6 semanas de tratamiento, la densidad 6sea aumenté en un 24% con respecto a los controles de PBS.
Después de 12 semanas, el aumento fue del 27%.

En los ratones operados simulados, ActRIla-mFc también causé un aumento sustancial en el hueso trabecular. Véase
Figura 11. Después de 6 y 12 semanas, el tratamiento produjo un aumento del 35% en relacion con los controles.

En un conjunto adicional de experimentos, los ratones ovariectomizados (OVX) u operados simulados como se
describié anteriormente se trataron con ActRIla-mFc (10 mg/kg, dos veces por semana) o control (PBS) durante doce
semanas. Similar a los resultados descritos anteriormente para ActRlla-mFc, los ratones OVX que recibieron ActRlla-
mFc mostraron un aumento en la densidad 6sea trabecular del 15% a las cuatro semanas y del 25% después de 12
semanas de tratamiento (Figura 12). Los ratones operados simulados que recibieron ActRlla-mFc mostraron de
manera similar un aumento en la densidad ésea trabecular del 22% a las cuatro semanas y del 32% después de 12
semanas de tratamiento (Figura 13).

Después de doce semanas de tratamiento con ActRIla-mFc, el analisis DEXA de fémur de cuerpo entero y ex vivo
mostré que el tratamiento induce un aumento en la densidad 6sea tanto en ratones ovariectomizados como operados
simulados (Figuras 14A y 14B, respectivamente). Estos resultados también estan respaldados por el analisis ex vivo
de pQCT del eje medio femoral que demostré un aumento significativo en la densidad ésea total y cortical después de
doce semanas de tratamiento con ActRlla-mFc. Los ratones ovariectomizados de control tratados con vehiculo
exhibieron densidades 6seas que eran comparables a los ratones operados con control simulado tratados con vehiculo
(Figura 15). Ademas de la densidad 6sea, el contenido 6éseo aumenté después del tratamiento con ActRIla-mFC. El
andlisis ex vivo de pQCT del eje medio femoral demostré un aumento significativo en el contenido éseo total y cortical
después de doce semanas de tratamiento con ActRlla-mFc, mientras que tanto los ratones tratados con control de
vehiculos ovariectomizados como los de control simulado mostraron un contenido 6seo comparable (Figura 16). El
analisis pQCT ex vivo del eje medio femoral también mostré que los ratones tratados con ActRIla-mFc no mostraron
un cambio en la circunferencia periéstica; sin embargo, el tratamiento con ActRIla-mFc resulté en una disminucién en
la circunferencia endosteal que indica un aumento en el grosor cortical debido al crecimiento en la superficie interna
del fémur (Figura 17).

Pruebas mecanicas de fémures determinaron que ActRlla-mFc podia aumentar las caracteristicas extrinsecas del
hueso (carga maxima, rigidez y energia para romperse), lo que contribuyé a un aumento significativo de las
propiedades intrinsecas (resistencia final) de los huesos. Los ratones ovariectomizados tratados con ActRIla-mFc
exhibieron un aumento de la resistencia 6sea a niveles mas alla de los controles operados simulados, tratados con
vehiculo, lo que indica una reversién completa del fenotipo osteoporético (Figura 18).

Estos datos demuestran que un antagonista de activina-ActRIla puede aumentar la densidad 6sea en ratones hembras
normales y, ademas, corregir defectos en la densidad dsea, el contenido 6seo y, en ultima instancia, la resistencia
Osea, en un modelo de osteoporosis en ratones.

En un conjunto adicional de experimentos, los ratones fueron ovariectomizados u operados de manera simulada a las
4 semanas, y comenzando a las 12 semanas recibieron placebo o ActRlla-mFc (2 veces/semana, 10 mg/kg) (también
denominado RAP-11 en las Figuras 19-24), por un periodo adicional de 12 semanas. Se evaluaron una variedad de
parametros 6seos. Como se muestra en la Figura 19, ActRIla-mFc aumentd las proporciones de volumen vertebral
trabecular 6seo a volumen total (BV/TV) en los ratones operados con OVX y SHAM. ActRlla-mFc también mejord la
arquitectura trabecular (Figura 20), aumenté el grosor cortical (Figura 21) y mejoro la resistencia 6sea (Figura 22).
Como se muestra en la Figura 23, ActRlla-mFc produjo efectos deseables en un rango de dosis de 1 mg/kg a 10
mg/kg.

La histomorfometria 6sea se realizé en un punto temporal de 2 semanas en ratones operados simulados. Estos datos,
presentados en la Figura 24, demuestran que ActRlla-mFc tiene un doble efecto, inhibiendo la resorcion d6sea y
promoviendo el crecimiento 6seo. Por lo tanto, ActRlla-mFc estimula el crecimiento éseo (efecto anabdlico) e inhibe
la resorcién 6sea (efecto anticatabdlico). BV = volumen 6seo; TV = volumen total de tejido. BV/TV es una medida del
porcentaje de volumen 6seo que se mineraliza. ES = superficie erosionada; BS = superficie 6sea. ES/BS es una
medida de la erosién 6sea, y la disminucién causada por RAP-011 demuestra un efecto antirresortivo o anticatabdlico.
Ms/Bs es la relaciéon de superficie mineralizante/superficie 6sea, que es un indicador del crecimiento éseo o efecto
anabdlico. De manera similar, la tasa de aposicion mineral (MAR) y la tasa de formacion dsea por superficie 6sea por
dia (BFR/BSd) indican crecimiento 6seo. Se toman medidas de osteoblastos (Nob/BPm) y osteoclastos (Noc/BPm)
para probar el mecanismo de accion.

Se realizd un segundo experimento de histomorfometria dsea en ratones hembra C57BL/6, comenzando a la edad de
doce semanas. Los ratones se dosificaron por via intraperitoneal dos veces por semana con 10 mg/kg de ActRlla-mFc
durante dos semanas, cuatro semanas, ocho semanas o doce semanas. Cada grupo se sacrificé cinco dias después
de la ultima dosis y se tomaron huesos para su analisis. Los ratones fueron etiquetados con calceina nueve dias y dos
dias antes de la eutanasia. Como se muestra en la Figura 25, las métricas muestran que ActRlIla-mFc promueve el
crecimiento dseo y la mineralizacion y tiene efectos tanto anabdlicos como anticatabdlicos. Véase, por ejemplo, la
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relacion BV/TV, la relacion ES/BS vy la relacion MS/BS. Los efectos anabdlicos parecen persistir durante todo el
régimen de dosificacion, mientras que los efectos antirresortivos parecen tener una vida mas corta en los ratones.

Ejemplo 3: ActRlla-mFc mejora o previene el dafio 6seo en un modelo murino de mieloma multiple

Los pacientes con mieloma multiple exhiben un trastorno de pérdida ésea caracterizado por una mayor actividad de
osteoclastos y una menor formacién de hueso por los osteoblastos. El modelo de mieloma 5T2MM en ratones se basa
en el uso de células tumorales (células 5T2MM) de un tipo de tumor espontaneo que se desarrolla en ratones de edad
avanzada y causa efectos en ratones que son similares a los observados en pacientes con mieloma multiple humano.
Véase, por ejemplo, Vanderkerken et al., Methods Mol Med. 2005; 113: 191-205. ActRlla-mFc fue probada para
efectos en este modelo.

Las células 5T2MM inyectadas en ratones C57BIl/KaLwRij promovieron un aumento en la superficie de los
osteoclastos, la formacion de lesiones osteoliticas y causaron una disminucién en el area dsea. La enfermedad dsea
se asocio con una disminucion en el nimero de osteoblastos, la superficie de los osteoblastos y una reduccion en la
mineralizacion.

Los ratones que portaban células 5T2MM se trataron con ActRlla-mFc (RAP-011) (10 mg/kg, i.p. dos veces por
semana), o un vehiculo, desde el momento de la inyeccion de 5T2MM, durante un total de 12 semanas. El analisis
MicroCT de la tibia proximal y las vértebras lumbares demostré una reduccion del 39% y 21% en el volumen del hueso
esponjoso (p<0.001 y p<0.01) y una reduccion del 37% y 15% en el numero trabecular (p<0.01 y p<0.05) en ratones
con 5T2MM en comparacion con ratones ingenuos. RAP-011 evité por completo las disminuciones inducidas por
5T2MM en el volumen y el numero trabecular tanto en tibia (p<0.001 y p<0.05) como en vértebras (p<0.01 y p<0.05)
en comparacion con los ratones tratados con vehiculo. El volumen 6seo fue 19% mas alto en la tibia (p=168) y 12%
mas alto en las vértebras (p<0.05) de los ratones tratados con RAP-011 en comparacién con los ratones ingenuos.
RAP-011 previno el desarrollo de lesiones 6seas osteoliticas (p<0.05). Este efecto se ilustra en la Figura 26. Si bien
una evaluacion preliminar de los datos no logré identificar efectos significativos sobre la paraproteina sérica (un
biomarcador de células tumorales de mieloma multiple) o la carga de mieloma en este estudio, un analisis adicional
indicé que la paraproteina sérica disminuyé sustancialmente en todos menos uno de los animales tratados, y ademas
que el volumen de médula 6sea sana se incrementd sustancialmente, lo que indica una disminucion en la carga de
células tumorales de mieloma.

Por lo tanto, ActRIla-mFc puede usarse para disminuir los efectos de la enfermedad 6sea resultante del mieloma
multiple y para tratar las propias células tumorales.

Ejemplo 4: Caracterizacion de una proteina ActRIla-hFc

La proteina de fusion ActRlla-hFc se expreso en células CHO-DUKX B11 transfectadas de manera estable a partir de
un vector pAlD4 (SV40 ori/potenciador, promotor CMV), usando una secuencia guia de plasminégeno tisular de SEQ
ID NO: 9. La proteina, purificada como se describe anteriormente en el Ejemplo 1, tenia una secuencia de SEQ ID
NO: 7. La porcion Fc es una secuencia Fc de IgG1 humana, como se muestra en la SEQ ID NO: 7. El andlisis del
acido sialico mostré que la proteina contenia, en promedio, entre aproximadamente 1.5 y 2.5 mol de acido sialico por
molécula de proteina de fusién ActRlla-hFc.

Esta proteina purificada mostré una semivida en suero notablemente larga en todos los animales probados, incluida
una semivida de 25-32 dias en pacientes humanos (véase el Ejemplo 5, mas adelante). Ademas, el material expresado
en células CHO tiene una mayor afinidad por el ligando de activina B que la informada por una proteina de fusién
ActRlla-hFc expresada en células 293 humanas (del Re et al., J Biol Chem. 2004 Dec 17; 279(51): 53126-35.) Ademas,
el uso de la secuencia guia tPa proporcioné una mayor producciéon que otras secuencias guia y, a diferencia de
ActRlla-Fc expresado con una guia nativa, proporcioné una secuencia N-terminal altamente pura. El uso de la
secuencia guia nativa dio como resultado dos especies principales de ActRlla-Fc, cada una con una secuencia N-
terminal diferente.

Ejemplo 5: Ensayo clinico humano

La proteina descrita en el Ejemplo 4 se administré a pacientes humanos en un estudio aleatorizado, doble ciego,
controlado con placebo que se realizé para evaluar, principalmente, la seguridad de la proteina en mujeres sanas
posmenopausicas. Cuarenta y ocho sujetos fueron asignados al azar en cohortes de 6 para recibir una dosis Unica de
ActRlla-hFc o placebo (5 activos: 1 placebo). Los niveles de dosis variaron de 0.01 a 3.0 mg/kg por via intravenosa
(IV) y de 0.03 a 0.1 mg/kg por via subcutanea (SC). Todos los sujetos fueron seguidos durante 120 dias. Los sujetos
fueron excluidos de la participacion en el estudio si tomaron medicamentos que afectan el metabolismo éseo dentro
de los 6 meses posteriores al ingreso al estudio. Se realizaron evaluaciones de seguridad después de cada cohorte
para determinar el aumento de la dosis. Ademas de los analisis farmacocinéticos (PK), la actividad biolégica de
ActRlla-hFc también se evalué mediante la medicion de marcadores bioquimicos de formacion y resorcién 6sea, y los
niveles de FSH.
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No se informaron eventos adversos graves en este estudio. Los eventos adversos (EA) fueron generalmente leves y
transitorios. El analisis preliminar de los AA incluy6 dolor de cabeza, valores elevados de laboratorio, sintomas de
resfriado, emesis o vomitos, infiltracion intravenosa y hematoma en el sitio de inyeccion.

El andlisis PK de ActRlla-hFc mostré un perfil lineal con la dosis, y una vida media de aproximadamente 25-32 dias.
El area bajo la curva (AUC) para ActRlla-hFc se relacion6 linealmente con la dosis, y la absorcion después de la
administracion de SC fue esencialmente completa (Véase Figuras 27 y 28). Estos datos indican que la SC es un
enfoque deseable para la dosificaciéon porque proporciona una biodisponibilidad equivalente y una vida media en suero
para el farmaco, al tiempo que evita el aumento en las concentraciones séricas del farmaco asociado con los primeros
dias de dosificacion IV (Véase Figura 28). ActRIla-hFc causé un aumento rapido y sostenido dependiente de la dosis
en los niveles séricos de fosfatasa alcalina especifica para hueso (BAP), que es un marcador para el crecimiento éseo
anabdlico, y una disminucién dependiente de la dosis en el telopéptido y tartrato de colageno tipo 1 C-terminal
resistente a los niveles de fosfatasa acida 5b, que son marcadores para la resorcion 6sea. Otros marcadores, como
P1NP, mostraron resultados no concluyentes. Los niveles de BAP mostraron efectos casi saturantes en la dosis mas
alta del farmaco, lo que indica que los efectos semimaximos en este biomarcador éseo anabdlico podrian lograrse a
una dosis de 0.3 mg/kg, con incrementos que varian hasta 3 mg/kg. Calculado como una relacion del efecto
farmacodinamico con el AUC para el farmaco, la ECso es 51.465 (dia*ng/ml). Véase Figura 29. Estos cambios de
biomarcadores 6seos se mantuvieron durante aproximadamente 120 dias a los niveles de dosis mas altos probados.
También hubo una disminucién dependiente de la dosis en los niveles séricos de FSH consistente con la inhibicién de
activina.

Una dosis unica de ActRlIla-hFc administrada a mujeres posmenopausicas sanas fue segura y bien tolerada para el
rango de niveles de dosis probados. La PK prolongada y los efectos farmacodinamicos sugieren que la dosificacion
intermitente seria apropiada para futuros estudios. Por ejemplo, la dosificacién en funcién de la semivida en suero
podria realizarse mensualmente o en el orden de una vez cada dos, tres, cuatro, cinco o seis semanas. Ademas,
debido a que el efecto farmacodinamico se extiende mucho mas alla de la residencia sérica del medicamento, la
dosificacion podria realizarse sobre la base del efecto farmacodinamico, lo que significa que la dosificaciéon cada tres
meses o cada dos, tres, cuatro, cinco, seis o incluso doce meses puede ser efectivo para producir el efecto deseado
en pacientes. Este ensayo clinico demuestra que, en humanos, ActRlla-hFc es un agente osteoanabdlico con
evidencia biolégica de un aumento en la formacién de hueso y una disminucion en la resorcidn 6sea.

Ejemplo 6: Administracion conjunta de ActRIla-mFc y un bisfosfonato

Los bisfosfonatos son una clase de farmacos que se usan ampliamente para tratar trastornos asociados con baja
densidad mineral ésea, que incluyen osteoporosis y pérdida ésea relacionada con cancer. Los bisfosfonatos tienen
una potente actividad antirresortiva, inhibiendo los osteoclastos. Quizas debido a que los osteoclastos son necesarios
tanto para la descomposicion 6sea como para el crecimiento 6seo, los bifosfonatos parecen disminuir los efectos de
la hormona paratiroidea (PTH), uno de los Unicos agentes anabdlicos conocidos para el crecimiento éseo (Black et al.,
N Engl J Med. 2003, 25 de septiembre; 349(13): 1207-15; Samadfam et al., Endocrinology.2007 Jun; 148(6): 2778-
87).

Para evaluar la utilidad del tratamiento con ActRlla-Fc en pacientes que habian recibido previamente o
concomitantemente bisfosfonato u otra terapia antirresortiva, los ratones se probaron con ActRlla-mFc y zoledronato
combinados, un compuesto de bisfosfonato. Los ratones C57BL/6N de 12 semanas de edad se trataron de la siguiente
manera:

Grupo 1 PBS

Grupo 2 ActRlla-mFc (RAP-011) (10 mg/kg) dos veces por semana (con los grupos 3 y 4)

Grupo 3 Dosis de acido zoledronico (ZOL) (20 mg/kg)

Grupo 4 ZOL (1 dosis), 3 dias después ActRlla-mFc (RAP-011) (1 mg/kg) dos veces por semana
Grupo 5 ZOL (1 dosis), 3 dias después ActRlla-mFc (RAP-011) (10 mg/kg) dos veces por semana

La BDM total se determiné mediante exploracion DEXA (PIXI) antes de la dosificacion y a las 3 y 8 semanas de
tratamiento.

Como se muestra en la Figura 30, la BDM total aumentd notablemente en todos los grupos de tratamiento, con la
combinacién de ZOL y ActRlla-mFc produciendo los mayores efectos. Estos resultados indican que las proteinas
ActRlla-Fc pueden usarse para aumentar la densidad 6sea, incluso en pacientes que han recibido terapia con
bisfosfonatos.

Ejemplo 7: ActRlla-Fc mejora o previene la pérdida 6sea causada por metastasis de cancer de seno
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Se estima que del 65 al 75 por ciento de los canceres de seno hacen metastasis en los huesos, causando dafios
sustanciales a la estructura ésea, aumentando el riesgo de fracturas y causando dolor y otros efectos secundarios.
Probamos los efectos de ActRlla-Fc en un modelo de ratén de cancer de mama que ha hecho metastasis en los
huesos.

Una sublinea de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 (clon 2287) se cultivé in vitro y las células
se cosecharon a una densidad de 5 x 108 células/ml. MDA-MB-231 es una linea celular que es altamente competente
para sembrar hueso y causar dafo éseo similar al causado por metastasis dseas. Se inyectaron 10 ml de células en
la tibia de ratones desnudos atimicos hembra de 6 semanas de edad en el dia de estudio 0. En el dia de estudio 10
ratones recibieron ActRlla-mFc (10 mg/kg/dos veces por semana/subcutaneo) (n=8) o vehiculo PBS (n=7) La
progresion de la enfermedad se evalué mediante absorciometria de rayos X de energia dual (PIXIMus) a intervalos
semanales. Los ratones se trataron con ActRlla-mFc durante 4 semanas y luego se sacrificaron y se recogieron tibias
(tanto tumor inyectado como no quitado) de cada animal. Las tibias fueron procesadas y preparadas para microCT y
analisis histolégico.

Lainyeccion intratibial de células MDA-MB-231 en ratones atimicos desnudos promovio el desarrollo de lesiones 6seas
osteoliticas en la tibia inyectada en comparacion con la pierna contralateral. El analisis de MicroCT de la tibia proximal
demostrd una reduccion del 62% en el volumen de hueso esponjoso en las tibias portadoras de MDA-MB-231 en
comparacion con la tibia no apareada en ratones tratados con vehiculo PBS. El tratamiento con ActRIla-mFc condujo
a un aumento del 70% o 147% en la tibia ingenua o tumoral, respectivamente, en comparacion con el vehiculo (P<0.01
para ambos). Las tibias portadoras de tumor de los ratones tratados con ActRlla-mFc tenian una densidad 6sea
esponjosa similar a la de las tibias ingenuas de los ratones tratados con VEH (p=0.39).

Por lo tanto, ActRlla-mFc es capaz de eliminar el dafio 6seo asociado con la presencia de células tumorales de mama
en el hueso.

Ejemplo 8: Proteinas alternativas ActRlla-Fc

Una construccion alternativa puede tener una eliminacion de la cola C-terminal (los 15 aminoécidos finales del dominio
extracelular de ActRlla. La secuencia para tal construccion se presenta a continuacion (porcidon Fc subrayada) (SEQ
ID NO: 12):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPA,
E PSVE TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE

TKPRE v [ S ISKA PRE
POVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

SFELYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHONHYTQKSILSL.SPGK

Listado de secuencias
<110> KNOPF, JOHN KUMAR, RAVINDRA SEEHRA, JASBIR

<120> ANTAGONISTAS DE ACTIVINA-ACTRIIA'Y USOS PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO DE LOS
HUESOS EN PACIENTES CON CANCER

<130> P48008EP1/NJL
<140> EP 11195151.3
<141> 2008-02-01
<150> US 60/900,580
<151> 2007-02-09
<150> US 60/932,762
<151>2007-05-31
<150> US 60/937,365
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<151> 2007-06-26
<150> US 61/000,528
<151>2007-10-25
<160> 18

<170> Patente Ver. 3.3
<210> 1

<211> 513

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

ES 2756725 T3
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Met

Ser

Phe

Pro

Lys

65

Asp

Ser

Lys

Pro

val

Gly

Ser

Asn

Cys

50

Asn

Asp

Pro

Phe

val

130

Pro

Ala

Gly

Ala

35

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

115

Thr

Leu

Ala

Ala

20

Asn

Gly

Ser

Asn

val

100

Tyr

Pro

Met

Ala

Ile

Trp

Asp

Gly

Cys

85

Tyr

Phe

Lys

Leu

Lys

Leu

Glu

Lys

Ser

70

Tyr

Phe

Pro

Pro

Ile
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Leu

Gly

Lys

Asp

55

Ile

Asp

Cys

Glu

Pro

135

Ala

Ala

Arg

Asp

40

Lys

Glu

Arg

Cys

Met

120

Tyr

Gly

Phe

Ser

25

Arg

Arg

Ile

Thr

Cys

105

Glu

Tyr

Ile

33

Ala
10
Glu

Thr

Val

Asp

90

Glu

Val

Asn

Val

Val

Thr

Asn

His

Lys

75

Cys

Gly

Thr

Ile

Ile

Phe

Gln

Gln

Cys

60

Gln

Val

Asn

Gln

Leu

140

Cys

Leu

Glu

Thr

45

Phe

Gly

Glu

Met

Pro

125

Leu

Ala

Ile

Cys

30

Gly

Ala

Cys

Lys

Cys

110

Thr

Tyr

Phe

Ser

15

Leu

Val

Thr

Trp

Lys

95

Asn

Ser

Ser

Trp

Cys

Phe

Glu

Trp

Leu

80

Asp

Glu

Asn

Leu

val



145

Tyr

Asp

Gln

Ala

Asp

225

Met

Thr

Gly

Leu

Glu

305

Arg

Cys

Ala

Glu

Ile

385

Cys

Glu

Val

Ala

Asp

465

Gln

Arg

Pro

Len

Gln

210

Lys

Lys

Ser

Ser

Cys

290

Asp

Asp

Ile

Gly

Val

370

Asp

Thr

Glu

His

Gly

450

Ala

Met

His

Gly

Leu

195

Leu

Gln

His

val

Leu

275

His

Ile

Ile

Ala

Asp

355

Leu

Met

Ala

Ile

Lys

435

Met

Glu

Gln

His

Pro

180

Glu

Leu

Ser

Glu

Asp

260

Ser

Ile

Pro

Lys

Asp

240

Thr

Glu

Tyr

Ala

Gly

4290

Lys

Ala

Ala

Arg

Lys

165

Pro

val

Asn

Trp

Asn

245

val

Asp

Ala

Gly

Ser

325

Phe

His

Gly

Ala

Asp

405

Gln

Lys

Met

Arg

Leu
485
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150

Met

Pro

Lys

Glu

Gln

230

Ile

Asp

Phe

Glu

Leu

310

Lys

Gly

Gly

Ala

Met

330

Gly

His

Arg

Leu

Leu

470

Thr

Ala

Pro

Ala

Tyr

215

Asn

Leau

Leu

Leu

Thr

295

Lys

Asn

Leu

Gln

Ile

375

Gly

Pro

Pro

Pro

Cys

455

Ser

Asn

Tyr Pro

Ser Pro
185

Arg Gly
200

val Ala

Glu Tyr

Gln Phe

Trp Leu

265

Lys Ala
280

Met Ala

Asp Gly

val Leu

Ala Leu

345
val Gly
360
Asn Phe
Leu Val
Val Asp
Ser Leu

425
Val Leu
44Q
Glu Thr

Ala Gly

Ile Ile

34

Pro
170

Leu

Val

Glu

Ile

250

Ile

Asn

Arg

His

Leu

330

Lys

Thr

Gln

Leu

Glu

4110

Glu

Arg

Ile

Cys

Thr
490

155

Val

Leu

Phe

Lys

Val

235

Gly

Thr

Val

Gly

Lys

315

Lys

Phe

Arg

Arg

Trp

385

Tyr

Asp

Asp

Glu

val

475

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

220

Tyr

Ala

Ala

Val

Leu

300

Pro

Asn

Glu

Arg

Asp

380

Glu

Met

Met

Tyr

Glu

460

Gly

Glu

Val

Leu

Cys

205

Phe

Ser

Glu

Phe

Ser

285

Ala

Ala

Asn

Ala

Tyr

365

Ala

Leu

Leu

Gln

Trp

445

Glu

Asp

Pro

Lys

190

Val

Pro

Leu

Lys

His

270

Trp

Tyxr

Ile

Leu

Gly

350

Met

Phe

Ala

Pro

Glu

430

Gln

Trp

Arg

Ile

Thr
175

Pro

Trp

Ile

Pro

Arg

255

Glu

Asn

Leu

Ser

Thr

335

Lys

Ala

Leu

Ser

Phe

415

val

Lys

Asp

Ile

val
495

160

Gln

Leu

Lys

Gln

Gly

2490

Gly

Lys

Glu

His

His

329

Ala

Ser

Pro

Arg

400

Glu

val

His

His

Thr

480

Thr
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Val Val Thr Met Val Thr Asn Val Asp Phe Pro Pro Lys Glu Ser Ser
500 505 510

10

15

20

Leu
<210> 2
<211> 115
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

Ile Leu

Trp Glu

Asp Lys

Gly Ser
50

Cys Tyr
65

Tyr Phe

Phe Pro

Lys Pro

<210> 3

<211>100

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gly

Lys

Asp

35

Ile

Asp

Cys

Glu

Pro
115

Arg

Asp

20

Lys

Glu

Arg

Cys

Met
100

Ser

Arg

Arg

Ile

Thr

Cys

85

Glu

Glu

Thr

Arg

val

Asp

70

Glu

val

Thr

Asn

His

Lys

55

Cys

Gly

Thr

Gln

Gln

Cys

40

Gln

val

Asn

Gln

Glu

Thr

25

Phe

Gly

Glu

Met

Pro
105

35

Cys

10
Gly
Ala
Cys
Lys
Cys

920

Thr

Leu

Val

Thr

Trp

Lys

75

Asn

Ser

Phe

Glu

Trp

Leu

60

Asp

Glu

Asn

Phe

Pro

Lys

45

Asp

Ser

Lys

Pro

Asn

Cys

30

Asn

Asp

Pro

Phe

Val
110

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

95

Thr

Asn

Gly

Ser

Asn

Val

80

Tyr

Pro
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Ile Leu Gly Arg Ser Glu Thr

1 5

Gln Glu Phe Phe Ala

15

Cys Leu Asn Asn

10
Glu

Gln Thr

25

Trp Lys Asp Asn Val Glu Pro

20

Arg Thr Gly Cys

30

Tyr Gly

Asp Lys Asp Phe Ala Thr Asn Ile Ser

35

Lys Arg Arg His Cys

40

Trp Lys

45

Gly Tle Glu Ile Val Gln Leu Tle Asn

60

Ser
50

Lys
55

Gly Cys Trp Asp Asp

Val Glu Glu Val

80

Cys Ser Pro

65

Tyr Asp Arg Thr Asp Cys

70

Lys Lys

75

Asp

Phe Met Glu Phe Ser

95

Tyr Cys Cys Cys Glu Asn Asn

85

Gly Cys

90

Lys Tyr

10

15

Phe Pro

<210> 4

<211> 1542

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 4

atgggagctg
atacttggta
agaaccaate
tttgetacct
gatgatatca
tatttttgtt
gaagtcacac
ctctattect
tacaggcatc
coccecacett
ggaagatttg
tttccaatac
atgaagecatg
gtggatcttt
getaatgtgg
gcatatttac
agggacatca
tttgggttyy
ggtaccecgga
geatttttga
tgtactgetyg
cagcatccat
ttaagagatt
tgttgggate
cagatgcaga
gtgacaaatg

<210>5
<211> 345

<212> ADN

Glu Met

100

ctgcaaagtt
gatcagaaac
aaactggtgt
ggaagaatat
actgctatga
gctgtgaggg
agceccactte
tggtgccact
acaagatggc
cteoecattact
gttgtgtetg
aggacaaaca
agaacatatt
ggctgatcac
tctettggaa
atgaggatat
aaagtaaaaa
cettaaaatt
ggtacatgge
ggatagatat
cagatggace
ctcecttgaaga
attggcagaa
acgacgcaga
gactaacaaa
ttgactttee

ggegtttgece
tecaggagtgt
tgaacegtgt
ttetggttee
caggactgat
caatatgtgt
aaatccagtt
tatgttaatt
ctaccctecct
agggttgaaa
gaaageocag
gtcatggcaa
acagttcatt
agcatttcat
tgaactgtgt
acctggecta
tgtgctgttg
tgaggctgge
tecagaggta
gtatgcecatyg
tgtagatgaa
catgcaggaa
acatgctgga
agecaggtta
tattattace
tcccaaagaa

gtctttetta
cttttettta
tatggtgaca
attgaaatag
tgtgtagaaa
aatgaaaagt
acacctaage
gcggggattg
gtacttgtte
ccactgcagt
ttgettaacg
aatgaatacg
ggtgcagaaa
gaaaagggtt
catattgecag
aaagatggec
aaaaacaacc
aagtctgeag
ttagagggtg
ggattagtce
tacatgttge
gttgttgtge
atggcaatge
tcagectggat
acagaggaca
tctagtctat

36

tctcetgtte
atgctaattg
aagataaacg
tgaaacaagg
aaaaagacag
tttettattt
caccctatta
tecatttgtge
caactcaaga
tattagaagt
aatatgtgge
aagtctacag
aacgaggeac
cactatcaga
aaaccatggce
acaaacctgce
tgacagcttg
gegataceca
ctataaactt
tatgggaact
catttgagga
ataaaaaaaa
tctgtgaaac
gtgtaggtga
ttgtaacagt

ga

ttcaggtgcect
ggaaaaagac
geggeattgt
ttgttggetyg
ccctgaagta
tccagagatg
caacatcctg
attttgggtg
cccaggacca
gaaagcaagg
tgteaaaata
tttgcctgga
cagtgttgat
ctttcttaag
tagaggattg
catatctecac
cattgctgac
tggacaggtt
ccaaagggat
ggettetege
ggaaattgge
gaggcctgtt
cattgaagaa
aagaattace
ggtcacaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
200
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542



10

15

20

25

30

35

40

45

<213> Homo sapiens
<400> 5

atacttggta
agaaccaatc
tttgetacct
gatgatatca
tatttttgtt
gaagtcacac

<210>6
<211> 225

<212> PRT

gatcagaaac
aaactggtgt
ggaagaatat
actgctatga
getgtgaggg
agceecactte

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2756725 T3

tcaggagtgt
tgaaccgtgt
ttetggttee
caggactgat
caatatgtgt
aaatcecagtt

cttttettta
tatggtgaca
attgaaatag
tgtgtagaaa
aatgaaaagt
acacctaage

<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> 6

37

atgctaattg ggaaaaagac
aagataaacg gcggecattgt
tgaaacaagg ttgttggetg
aaaaagacag ccctgaagta
tttettattt tecagagatg
cacec

60

120
180
240
300
345
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<210>7

<211> 344

<212> PRT

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

65

vVal

Tyr

Thr

Leu

Cys

145

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
225

His

vVal

Thr

Glu

50

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

130

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
210

Thr

Phe

Pro

35

val

Thr

Val

Cys

Ser

115

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

195

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400>7

Cys

Leu

20

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
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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 Ala

Lys Pro
25

Val Vval
40

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

Lys Ala
105

Gln Pro
120

Met Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr

185

Val Phe
200

Gln Lys

38

Pro

10

Lys

Val

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

vVal

60

Ser

Leu

Val

Pro

Gln

140

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
220

Leu

Leu

Ser

45

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

125

val

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



5

<210> 8

<211> 21

Ile

Trp

Asp

Gly

Cys

65

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

145

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu

225

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

305

Ser

Ser

Leu

Glu

Lys

Ser

50

Tyr

Phe

Pro

Preo

Glu

130

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

210

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

2940

Lys

Cys

Leau

Gly

Lys

Asp

35

Ile

Asp

Cys

Glu

Pro

115

Leu

Thr

Val

val

Ser

185

Leu

Val

Pro

Gln

Ala

275

Thr

Leu

Ser

Ser

Arg

Asp

20

Lys

Glu

Arg

Cys

Met

100

Thr

Leu

Leu

Ser

Glu

180

Thr

Asn

Pro

Gln

val

260

Val

Pro

Thr

Val

Leu
340

Ser

Arg

Arg

Ile

Thr

Cys

85

Glu

Gly

Gly

Met

His

165

val

Tyr

Gly

Ile

val

245

Ser

Glu

Pro

val

Met

325

Ser
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Glu

Thr

Arg

val

hsp

70

Glu

val

Gly

Gly

Ile

150

Glu

His

Arg

Lys

Glu

230

Tyr

Leu

Trp

val

hsp

310

His

Pro

Thr

Asn

His

Lys

55

Cys

Gly

Thr

Gly

Pro

135

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

215

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

295

Lys

Glu

Gly

Gln

Gln

Cys

40

Gln

val

Asn

Gln

Thr

120

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

200

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

280

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

Thr

25

Phe

Gly

Glu

Met

Pro

105

His

val

Thr

Glu

Lys

185

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

265

Asn

Ser

Arg

Leu

39

Cys

10

Gly

Ala

Cys

Lys

Cys

90

Thr

Thr

Phe

Ero

Val

170

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

250

val

Gly

Asp

Trp

His
330

Leu

Val

Thr

Trp

Lys

75

Asn

Ser

Cys

Leu

Glu

155

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

235

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

315

Asn

Phe

Glu

Trp

Leu

60

Asp

Glu

Asn

Pro

Phe

140

val

Phe

Pro

Thr

Val

220

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

300

Gln

His

Phe

Pro

Lys

45

Asp

Ser

Lys

Pro

Pro

125

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

205

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

285

Phe

Gly

Tyr

Asn

Cys

30

Asn

AsSp

Pro

Phe

val

110

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

190

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

270

Asn

Phe

Asn

Thr

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

25

Thr

Pro

Lys

val

Tyr

175

Glu

His

Lys

Gln

Met

258

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
335

Asn

Gly

Ser

Asn

Val

80

Tyr

Pro

Ala

Pro

Val

160

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

240

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

320

Lys
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<212> PRT

<213> Apis mellifera

<400> 8

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

1 5 10 15
Ser Tyr Ile Tyr Ala
20

<210>9
<211> 22
<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

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

<400> 9
Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15
Ala Val Phe Val Ser Pro
20
<210> 10
<211> 20
<212> PRT

<213> Organismo desconocido
<220>

<223> Descripcién del organismo desconocido: Péptido nativo

<400> 10

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

1 5 10 15
Ser Ser Gly Ala
20

<210> 11
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 11

40
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Ile Leu Gly Arg Ser Thr Gln Glu
1 5

<210> 12

<211> 329

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400> 12

41



Ile

Trp

Asp

Gly

Cys

65

Tyr

Phe

Ala

Pro

val

145

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

225

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
305

Leu

Glu

Lys

Ser

50

Tyr

Phe

Pro

Pro

Lys

130

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

210

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

290

Ser

Gly

Lys

Asp

35

Ile

Asp

Cys

Glu

Glu

115

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

195

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

275

Lys

Cys

Arg

Asp

20

Lys

Glu

Arg

Cys

Met

100

Leu

Thr

val

Val

Ser

180

Leu

Val

Proc

Gln

Ala

260

Thr

Leu

Ser

Ser

Arg

Arg

Tle

Thr

Cys

85

Thr

Leu

Leu

Ser

Glu

165

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

245

val

Pro

Thr

Val

Lys Ser Leu Ser Leu

<210> 13

325

ES 2756725 T3

Glu

Thr

Arg

Val

Asp

70

Glu

Gly

Gly

Met

His

150

Val

Tyr

Gly

Ile

Vval

230

Ser

Glu

Pro

val

Met

310

Ser

Thr

Asn

His

Lys

55

Cys

Gly

Gly

Gly

Ile

135

Glu

His

Arg

Lys

Glu

215

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

295

His

Pro

Gln

Gln

Cys

40

Gln

Val

Asn

Gly

Pro

120

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

200

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

280

Lys

Glu

Gly

Glu

Thr

25

Phe

Gly

Glu

Met

Thr

105

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

185

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

265

Asp

Ser

Ala

Lys

42

Cys

10

Gly

Ala

Cys

Lys

Cys

90

His

val

Thr

Glu

Lys

170

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

250

Asn

Ser

Arg

Leu

Leu

val

Thr

Trp

Lys

75

Asn

Thr

Phe

Pro

val

155

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

235

Val

Gly

Asp

Trp

His
315

Phe

Glu

Trp

Leu

60

Asp

Glu

Cys

Leu

Glu

140

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

220

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

300

Asn

Phe

Pro

Lys

45

Asp

Ser

Lys

Pro

Phe

125

val

Phe

Pro

Thr

Val

205

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

285

Gln

His

Asn

Cys

30

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

110

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

190

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

270

Phe

Gly

Tyr

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

95

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

175

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

255

Asn

Phe

Asn

Thr

Asn

Gly

Ser

Asn

Val

80

Tyr

Pre

Lys

val

Tyr

160

Glu

His

Lys

Gln

Met

240

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
320
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<211> 369

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400> 13

43



Met

Ala

Gln

Gln

Cys

65

Gln

val

Asn

Gln

Thr

145

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

225

Tyr

Thr

Asp

Val

Glu

Thr

50

Phe

Gly

Glu

Met

Pro

130

His

val

Thr

Glu

Lys

210

Ser

Lys

Ile

Ala

Phe

Cys

35

Gly

Ala

Cys

Lys

Cys

115

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

135

Thr

Val

Cys

Ser

Met

Val

20

Leu

val

Thr

Trp

Lys

100

Asn

Ser

Cys

Leu

Glu

180

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Lys

Ser

Phe

Glu

Trp

Leu

85

Asp

Glu

Asn

Pro

Phe

165

Val

Phe

Pro

Thr

Val

245

Ala

ES 2756725 T3

Arg

Pro

Phe

Pro

Lys

70

Asp

Ser

Lys

Pro

Pro

150

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

230

Ser

Lys

Gly

Gly

Asn

Cys

55

Asn

Asp

Pro

Phe

Val

135

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

215

Leu

Asn

Gly

Leu

Ala

Ala

40

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser

120

Thr

Pro

Lys

vVal

Tyr

200

Glu

His

Lys

Gln

Cys

Ala

25

Asn

Gly

Ser

Asn

val

105

Tyr

Pro

Ala

Pro

Val

185

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

44

Cys

10

Ile

Trp

Asp

Gly

Cys

20

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

170

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

250

Arg

val

Leu

Glu

Lys

Ser

75

Tyr

Phe

Pro

Pre

Glu

155

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

235

Pro

Glu

Leu

Lys

Asp

60

Ile

Asp

Cys

Glu

Pro

140

Leu

Thr

Val

Val

Ser

220

Leu

Val

Pro

Leu

Arg

Asp

45

Lys

Glu

Arg

Cys

Met

125

Thr

Leu

Leu

Ser

Glu

205

Thr

Asn

Pro

Gln

Leu

Ser

30

Arg

Arg

Ile

Thr

Cys

110

Glu

Gly

Gly

Met

His

190

Val

Tyr

Gly

Ile

val

Cys

15

Glu

Thr

Arg

Val

Asp

95

Glu

Val

Gly

Gly

Ile

175

Glu

His

Arg

Lys

Glu

255

Tyr

Gly

Thr

Asn

His

Lys

80

Cys

Gly

Thr

Gly

Pro

160

Ser

Asp

Asn

val

Glu

240

Lys

Thr
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15

20

25

Leu

Cys

Pro

Leu

260

Pro Ser

275

Val Lys

290

Ser

305

Asp

Ser

Ala

Lys

<210> 14

<211> 1114

<212> ADN

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly Gln

Asp Gly

Arg

Gly

Pro

Ser

ES 2756725 T3

Glu Glu

Met

265

Thr Lys

280

Phe Tyr

285

Glu
310

Asn

Phe Phe

325

Gln
340

Trp

His Asn

355

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

His

Gly Asn

Tyr Thr

Pro

Asn

Leu

val

Gln

Ser Asp

Tyr Lys

Ser
330

Tyr

Phe
345

Ser

Lys Ser

360

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Constructo sintético

<400> 14

atggatgcaa
tegeceggeg
attgggaaaa
aacggcggca
aggttgttgg
cagecctgaa
ttttecggag
cggtggtgga
agtettecte
cacatgegtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaaqg
caaagggcaqg
caagaaccaqg
ggagtgggag
ctecgacgge

ggggaacgtc
gagectetece

<210> 15

<211>108

<212> ADN

tgaagagagg
cogetatact
agacagaace
ttgttttget
ctggatgata
gtatatttct
atggaagtca
actcacacat
ttecccacaa
gtggtggacg
gaggtgeata
gtcagegtce
gtctccaaca
coccgagaac
gtcagcectga
agcaatgggce
teocttettece
ttetecatget
ctgtatecegyg

<213> Secuencia artificial

<220>

gcteotgetgt
tggtagatca
aatcaaactg
acctggaaga
tcaactgcecta
gttgctgtga
cacageceac
geeecacegty
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagcccteec
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea
gtaaatgaga

gtgctgectge
gaaactcagg
gtgttgaace
atatttetgg
tgacaggact
gggcaatatg
tteaaateea
ceeageacet
caccecteatg
agaccctgag
aaagccgcegg
gcaccaggac
agtccccate
caccetgece
caaaggctte
caactacaag
gctcacegtyg
tgaggcetetg
atte

45

Gln val

285

Asn

Ile Ala

300

Val

Thr
315

Thr Pro

Lys Leu Thr

Cys Ser Val

Leu
365

Leu Ser

tgtgtggage
agtgtetttt
gtgttatggt
tteceattgaa
gattgtgtag
tgtaatgaaza
gttacaceta
gaactecetgg
atctecagga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggectgaatg
gagaaaacca
ccateceeggg
tatceccageg
accacgecte
gacaagagca
cacaaceact

270

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Val Leu

320

Pro

Val Asp

335

Lys

Met
350

His Glu

Ser Pro Gly

agtcttegtt
tttaatgeta
gacaaagata
tagtgaaaca
aaaaaaaaga
agttttctta
agocageeae
ggggacegte
cecectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tecteccaaage
aggagatgac
acatcgcegt
cegtgetgga
ggtggcagca
acacgcagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1114
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 15
agccagacaa gccagacaag ccagacaagc cagacaagoc agacaagcca gacaagcecag 60
acaagccaga caagccagac aagccagaca agccagacaa gccagaca 108
<210> 16
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 16
Thr Gly Gly Gly Gly
1 5
<210> 17
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 17
Ser Gly Gly Gly Gly
1 5
<210> 18
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Sintética 6xSu etiqueta
<400> 18

His His His His His His
1 5

46
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciéon farmacéutica que comprende una proteina de fusion ActRlla-Fc, en donde la proteina de fusion
ActRlla-Fc es un dimero formado por dos polipéptidos que consisten en una secuencia de aminoacidos que es al
menos 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 fusionada a Fc, y en donde el dimero tiene tres
0 mas unidades estructurales de acido sialico.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en donde la proteina de fusién ActRlIla-Fc se une a activina y/o
GDF11.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 2, en donde la proteina de fusion ActRlla-Fc se une a la activina.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3, en donde la proteina de fusion ActRlla-Fc se une a la activina
A.

5. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3, en donde la proteina de fusidn ActRlla-Fc se une a la activina
B.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 2, en donde la proteina de fusién ActRlla-Fc se une a GDF11.

7. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacion precedente, en donde la composicion farmacéutica es
adecuada para administracion subcutanea.

8. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicaciéon precedente, en donde la proteina de fusion ActRlIla-Fc se
expresa a partir de una célula CHO.

9. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 8, en donde la proteina de fusion ActRlIla-Fc se expresa a partir
de la célula CHO usando una secuencia guia del activador de plasmindgeno tisular (TPA).

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 9, en donde la guia TPA consiste en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 9.
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Figural
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ActRlla que una a activina

ActRlla que una a GDF11

Tiempo, s
Kd5e-12 M

Figura 2
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Tiempo, s
Kd 9.96e-9M
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(Proporcién Luciferasa/Renilla)
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Inhibicién de GDF-8 por ActRlla (Células A204)
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0.000

0.001
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Figura 4
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Actividad de luciferasa normalizada (RLU)
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Figura 5
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Densidad mineral de hueso (Hembras BALB/c)

Dia de estudio

Figura 7
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Contenido mineral de hueso (gramos)
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Contenido mineral de hueso (Hembras BALB/c)

Dia de estudio

Figura 8
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Figura 9
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Hueso trabecular (C57BL/6 ovariectomizadas)

240.0

140.0

Pre Semana 6 Semana 12

[FBS WACIRE 10mgig

Figura 10
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Hueso trabecular (C57BL/6 simulacién)

mg/ccm

Pre Semana 6 Semana 12

|npas BACIRIS 10 mgkg

Figura 11
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Densidad de hueso trabecular metafisiario (Ratona C57BL/6 ovariectomizada) -F:005
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Figura 12
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Densidad de hueso trabecular metafisiario (Ratén C57BL/6 operado simulado)

pre Semana 4 Semana 8 Semana 12

=P <0.001 ®Smulado PBS O ActRIla-mFc(Sh)
Figura 13
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Figura 14
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ES 2756725 T3

Ingenuo 5T2 (Tumor)

5T2 + RAP0O11

Figura 26
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AUC(inf) (d*ng/mL)
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Concentracién (ng/mL)

ES 2756 725 T3
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AUEC(0-28) (¢+% Cambio)
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ES 2756725 T3

BMD total (PIXI)

RAP-O11 zoL ZOL + RAP-011 (1 mpk) ZOL + RAP-011 (10 mpk)
* = p<(.0%5 2 valores pre COsis R L SR R i S T GEE LS TP =
** = pe0 05 a PBS en ¢l mismo punto ce tiempo | OPre ®3scmanas W8 semanas |
Figura 30
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