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DESCRIPCION
Antagonistas de activina-ActRIIA soluble y usos para incrementar los niveles de glébulos rojos
Antecedentes de la invencién

Los glébulos rojos maduros, o eritrocitos, son responsables del transporte del oxigeno en los sistemas circulatorios de
los vertebrados. Los glébulos rojos transportan concentraciones elevadas de hemoglobina, una proteina que se une
al oxigeno en los pulmones a presién parcial relativamente elevada de oxigeno (pOz2) y suministra oxigeno a zonas
del cuerpo con una pO:2 relativamente baja.

Los glébulos rojos maduros se producen a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes en un proceso
denominado eritropoyesis. Después del nacimiento, la eritropoyesis se produce principalmente en la médula ésea y
en la pulpa roja del bazo. La accién coordinada de diversas rutas de sefalizacion controla el equilibrio de proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y muerte celulares. Bajo condiciones normales, los glébulos rojos se producen a una
tasa que mantiene una masa constante de glébulos rojos en el cuerpo, y la producciéon puede incrementarse o
reducirse en respuesta a diversos estimulos, incluyendo una tensidon de oxigeno o demanda de los tejidos
incrementada o reducida. El proceso de la eritropoyesis se inicia con la formacién de células precursoras de linaje
comprometido y sigue a través de una serie de diferentes tipos de células precursoras. Los estadios finales de la
eritropoyesis se producen al liberarse los reticulocitos al torrente sanguineo y perder sus mitocondrias y ribosomas,
asumiendo simultaneamente la morfologia del glébulo rojo maduro. Un nivel elevado de reticulocitos, o una proporcion
reticulocito:eritrocito elevada, en la sangre es indicativa de tasas de produccion elevadas de glébulos rojos.

La eritropoyetina (Epo) se reconoce ampliamente como el regulador positivo mas significativo de la eritropoyesis en
vertebrados postnatales. La Epo regula la respuesta eritropoyética compensatoria a la tensién reducida de oxigeno en
los tejidos (hipoxia) y a niveles bajos de globulos rojos o a niveles bajos de hemoglobina. En el ser humano, los niveles
elevados de Epo fomentan la formacion de glébulos rojos mediante la estimulacion de la generacion de progenitores
eritroides en la médula 6sea y bazo. En el ratén, Epo potencia la eritropoyesis principalmente en el bazo.

Los médicos utilizan diversas formas de Epo recombinante para incrementar los niveles de glébulos rojos en una
diversidad de contextos clinicos, y particularmente para el tratamiento de la anemia. La anemia es una condicién de
amplia definicidn caracterizada por niveles inferiores a los normales de hemoglobina o de glébulos rojos en la sangre.
En algunos casos, la anemia esta causada por un trastorno primario en la produccion o supervivencia de los glébulos
rojos. Mas comunmente, la anemia es secundaria a enfermedades de otros sistemas (Weatherall y Provan, Lancet
355, 1169-1175, 2000). La anemia puede resultar de una tasa reducida de produccién o una tasa incrementada de
destruccion de glébulos rojos o por la pérdida de gldbulos rojos debido a sangrado. La anemia puede resultar de una
diversidad de trastornos, entre los que se incluyen, por ejemplo, la insuficiencia renal crénica, el sindrome
mielodisplasico, la artritis reumatoide y el trasplante de médula dsea.

El tratamiento con Epo tipicamente causa un incremento de las hemoglobinas de aproximadamente 1 a 3 g/dl en seres
humanos sanos durante un periodo de semanas. Al administrarla en individuos anémicos, dicho régimen de
tratamiento con frecuencia proporciona incrementos sustanciales de hemoglobina y de los niveles de glébulos rojos y
conduce a una mejora de la calidad de vida y prolongacién de la supervivencia. Epo no resulta uniformemente eficaz,
y muchos individuos son refractarios a incluso dosis elevadas (Horl et al., Nephrol. Dial. Transplant 15, 43-50, 2000).
Mas de 50% de los pacientes con cancer presenta una respuesta inadecuada a Epo; aproximadamente 10% de los
pacientes de enfermedad renal de estadio terminal son hiporrespondedores (Glaspy et al., J. Clin. Oncol. 15, 1218-
1234, 1997; Demetri et al. J. Clin. Oncol. 16, 3412-3425, 1998) y menos de 10% de los pacientes con sindrome
mielodisplasico responden favorablemente (Estey, Curr. Opin. Hematol. 10, 60-67, 2003). Varios factores, incluyendo
la inflamacion, la deficiencia de hierro y vitaminas, una didlisis inadecuada, la toxicidad del aluminio y el
hiperparatiroidismo, pueden predecir una mala respuesta terapéutica, aunque los mecanismos moleculares de
resistencia a la Epo todavia no se entienden por completo.

De esta manera, es un objetivo de la presente exposiciéon proporcionar composiciones alternativas para incrementar
los niveles de glébulos rojos en los pacientes.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién proporciona un antagonista de activina-ActRlla para la utilizacion en el tratamiento de anemia
asociada a mielofibrosis en un paciente que lo necesita, en el que el antagonista comprende un polipéptido ActIRlla
soluble que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 3,
b) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC IDn° 2,y
¢) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 7.
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El polipéptido ActRlla puede comprender una secuencia de aminoacidos por lo menos 95% idéntica a SEC ID n°® 3,
por lo menos 95% idéntica a SEC ID n° 2, o por lo menos 95% idéntica a SEC ID n® 7. El polipéptido puede presentar
una o mas de las caracteristicas siguientes: i) se une a un ligando de ActRlIla con una Ko de por lo menos 107 M, vy ii)
inhibe la sefalizacion de ActRlla en la célula.

El antagonista puede ser una proteina de fusion, incluyendo, ademas del dominio de polipéptido ActRlla, una o mas
partes polipeptidicas que potencian una o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, incorporacion/administracion,
localizacion o distribucion en los tejidos, formacion de complejos proteicos y/o purificacion. La proteina de fusién puede
comprender una parte polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en: un dominio Fc de inmunoglobulina y una
albumina sérica.

El polipéptido puede comprender uno o mas residuos aminoacidos modificados seleccionados de: un aminoéacido
glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado,
un aminoacido conjugado con una fraccion lipido y un aminoacido conjugado con un agente derivatizante organico.

La proteina de fusidon puede ser una proteina de fusion ActRlla-Fc que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 3,
b) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2,
c) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 7.

El polipéptido puede unirse a activina, que puede ser activina A o activina B. El polipéptido puede unirse a GDF11.

En parte, la exposicion demuestra que los antagonistas de activina, asi como los antagonistas de ActRlla
(colectivamente, “antagonistas de activina-ActRIla”) pueden utilizarse para incrementar los niveles de glébulos rojos y
hemoglobina. En parte, la exposicién demuestra que los antagonistas de activina-ActRlla pueden incrementar los
niveles de glébulos rojos y hemoglobina y también incrementar la densidad ésea. Dicho efecto dual presenta ventajas
particulares en que los pacientes que presentan tanto anemia como pérdida ésea, tales como muchos pacientes de
cancer (en los que la anemia y la pérdida 6sea pueden ser una consecuencia del tumor o una consecuencia de la
radiacion o quimioterapia), los pacientes con osteoporosis y los pacientes con insuficiencia renal. En particular, la
exposicion demuestra que una forma soluble de ActRlla actia como un inhibidor de la activina y, al administrarla in
vivo, incrementa los niveles de glébulos rojos. Aunque la ActRlla soluble puede afectar a los niveles de glébulos rojos
mediante un mecanismo diferente del antagonismo de la activina, la exposicidon sin embargo demuestra que pueden
seleccionarse agentes terapéuticos deseables basandose en el antagonismo de la activina o en el antagonismo de
ActRlla o ambos. Dichos agentes se denominan colectivamente antagonistas de activina-ActRlla. Por lo tanto, en la
presente memoria se dan a conocer métodos para utilizar antagonistas de activina-ActRlla, incluyendo, por ejemplo,
polipéptidos ActRlla de unién a activina, anticuerpos anti-activina, anticuerpos anti-ActRlIla, moléculas pequefas y
aptameros con diana en activina o ActRlla, y acidos nucleicos que reducen la expresion de activina o ActRlla, para
incrementar los niveles de glébulos rojos y hemoglobina en los pacientes y para tratar trastornos asociados a los
niveles bajos de glébulos rojos y hemoglobina en pacientes que lo necesitan, o que presentan efectos combinados
sobre el hueso y los gldbulos rojos. Tal como se indica en la solicitud de patente US n° 2007-0249022 A1 (n° de serie
11/603.485) y en las solicitudes publicadas de patente n® WO 2008/100384 y n°® WO 2007/062188, los antagonistas
de activina-ActRIla pueden utilizarse para fomentar el crecimiento 6seo e incrementar la densidad ésea. Tal como se
indica en la presente memoria, los efectos de los antagonistas de activina-ActRlla sobre los niveles de glébulos rojos
son mas rapidos y se producen a dosis mas bajas que los efectos de dichos antagonistas sobre el hueso. De esta
manera, en la presente memoria se dan a conocer métodos para utilizar un antagonista de activina-ActRlla para
incrementar los niveles de gldbulos rojos o hemoglobina sin causar un incremento significativo de la densidad dsea.
Por ejemplo, un método puede causar un incremento inferior a 3%, 5%, 10% 0 15% de la densidad 6sea. Dicho efecto
selectivo puede conseguirse mediante la utilizacion de, por ejemplo, dosis mas bajas de antagonista de activina-
ActRlla, dosis menos frecuentes o mediante la utilizacidon de un antagonista de activina-ActRlla con una semivida en
suero mas corta a dosis y frecuencias que se calculan que proporcionan una concentraciéon en suero mas baja.
Adicionalmente, dado que los antagonistas de activina-ActRIla estimulan tanto el crecimiento éseo como incrementos
de los niveles de glébulos rojos, la exposicion proporciona métodos para fomentar el crecimiento dseo e incrementar
los niveles de glébulos rojos, particularmente en pacientes con trastornos que se caracterizan por anemia y pérdida
de hueso, tales como las enfermedades intestinales inflamatorias, la artritis reumatoide, el mieloma multiple, la pérdida
Osea relacionada con el cancer y el tratamiento del cancer y muchas formas de insuficiencia renal, incluyendo la
enfermedad renal de estadio terminal.

La exposicién proporciona polipéptidos que comprenden un polipéptido ActRlla de unién a activina soluble que se une
a la activina. Los polipéptidos ActRlla pueden formularse en forma de una preparacion farmacéutica que comprende
el polipéptido ActRlIla de union a activina y un portador farmacéuticamente aceptable. El polipéptido ActRlla de unién
a activina puede unirse a la activina con una KD inferior a 1 micromolar o inferior a 100, 10 o 1 nanomolar.
Opcionalmente, el polipéptido ActRIla de unién a activina se une selectivamente a la activina frente a GDF11 y/o
GDF8, y opcionalmente con una Kp que es por lo menos 10 veces, 20 veces o 50 veces inferior con respecto a la
activa que con respecto a GDF11 y/o GDF8. Aunque sin deseo de restringirse a ningin mecanismo particular de
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accion, se espera que dicho grado de selectividad para la inhibicion de la actividad frente a la inhibicion de
GDF11/GDF8 en ActRlla-Fc explica los efectos sobre el hueso o la eritropoyesis sin un efecto consistentemente
medible sobre el musculo. En muchos casos, se seleccionara un polipéptido ActRlla para causar un incremento inferior
a 15%, inferior a 10% o inferior a 5% del musculo a dosis que consiguen efectos deseables sobre los niveles de los
glébulos rojos. En otros casos, el efecto sobre el musculo resulta aceptable y no necesita seleccionarse
negativamente. La composicion puede ser por lo menos 95% pura, con respecto a otros componentes polipeptidicos,
segun evaluacion mediante cromatografia de exclusion por tamanios, y opcionalmente, la composicion es por lo menos
98% pura. Un polipéptido ActRlla de union a activina para la utilizacién en dicha preparacion puede ser cualquiera de
los dados a conocer en la presente memoria, tal como un polipéptido que presenta (es decir, que comprende) una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n® 2, n® 3, n°® 7, n°® 12 o n° 13, o que presenta (es decir, que
comprende) una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 99% idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 2, n® 3, n° 7, n°® 12 o n° 13. Un polipéptido ActRlla de unién a
activina puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido ActRlIla natural, tal como uno que comprende por lo
menos 10, 20 o 30 aminoacidos de una secuencia seleccionada de SEC ID n° 1 a n°® 3, o una secuencia de SEC ID n°
2, que no presenta los 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la “cola”).

Un polipéptido ActRlla de unién a activina soluble puede incluir una o mas alteraciones de la secuencia de aminoacidos
(p.€j., en el dominio de unién a ligando) respecto a un polipéptido ActRlla natural. Se proporcionan ejemplos de
polipéptidos ActRlla alterados en el documento n° WO 2006/012627, paginas 59 a 60 y paginas 55 a 58,
respectivamente, y en toda la solicitud de patente US n° US 2009-0005308 A1 (n° de serie 12/012.652). La alteracion
de la secuencia de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la glucosilacion del polipéptido al producirlo en una célula
de mamifero, insecto u otra célula eucariética, o alterar el corte proteolitico del polipéptido respecto al polipéptido
ActRlla natural.

Un polipéptido ActRIla de unién a activina puede ser una proteina de fusién que presenta, como un dominio, un
polipéptido ActRlla (p.ej., una parte de union a ligando de un ActRlla) y uno o mas dominios adicionales que
proporcionan una propiedad deseable, tal como una farmacocinética mejorada, una purificacién mas sencilla, la
direccion a tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusién puede potenciar una o mas de
entre estabilidad in vivo, semivida in vivo, incorporacion/administracion, localizacién o distribucion en tejidos, formacién
de complejos de proteinas, multimerizacién de la proteina de fusion, y/o purificacién. Una proteina de fusion de ActRlla
de uniodn a activina puede incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (de tipo salvaje o mutante) o una albumina sérica
u otra parte polipeptidica que proporcione propiedades deseables, tales como una farmacocinética mejorada, una
solubilidad mejorada o una estabilidad mejorada. Preferentemente, una fusion de ActRlla-Fc comprende un conector
relativamente no estructurado situado entre el dominio Fc y el dominio ActRlla extracelular. Dicho conector no
estructurado puede ser una secuencia artificial de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos o un tramo de entre 5y 15, 20, 30, 50 o
mas aminoacidos que se encuentran relativamente libres de estructura secundaria, o una mezcla de ambos. Un
conector puede ser rico en residuos de glicina y prolina y puede contener, por ejemplo, una secuencia Unica de
treonina/serina y glicinas o secuencias repetitivas de treonina/serina y glicinas (p.ej., TG4 (SEC ID n° 15) 0 SG4 (SEC
ID n° 16), singuletes o repeticiones). Una proteina de fusion puede incluir una subsecuencia de purificacion, tal como
una etiqueta epitopo, una etiqueta FLAG, una secuencia polihistidina y una fusién de GST. Opcionalmente, un
polipéptido ActRlla soluble incluye uno o mas residuos aminoacidos modificados seleccionados de: un aminoacido
glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado,
un aminoacido conjugado con una fraccion lipido y un aminoacido conjugado con un agente derivatizante organico.
Una preparacién farmacéutica puede incluir ademas uno o mas compuestos adicionales, tales como un compuesto
que se utiliza para tratar un trastorno 6seo o un compuesto que se utiliza para tratar la anemia. Preferentemente, una
preparacion farmacéutica se encuentra sustancialmente libre de pirdgenos. En general, resulta preferente que se
exprese la proteina ActRlla en una linea celular de mamifero que media convenientemente en la glucosilacién natural
de la proteina ActRlla de manera que reduzca la probabilidad de una respuesta inmune desfavorable en el paciente.
Las lineas celulares humanas y de CHO se han utilizado con éxito y se espera que otros sistemas de expresion de
mamifero comunes resultaran utiles.

Tal como se indica en la presente memoria, las proteinas ActRlla designadas ActRlla-Fc presentan propiedades
deseables, incluyendo la unién selectiva a activina frente a GDF8 y/o GDF11, unién de ligando de alta afinidad y
semivida sérica superior a dos semanas en modelos animales y en pacientes humanos. En la presente memoria se
dan a conocer polipéptidos ActRlla-Fc y preparaciones farmacéuticas que comprenden dichos polipéptidos y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La exposicidon proporciona acidos nucleicos codificantes de un polipéptido ActRlla de unién a activina soluble. Un
polinucledtido aislado puede comprender una secuencia codificante para un polipéptido ActRlla de unién a activina
soluble, tal como se ha indicado anteriormente. Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede incluir una secuencia
codificante de un dominio extracelular (p.ej., un dominio de unién a ligando) de un ActRlla y una secuencia que
codificaria parte o la totalidad del dominio transmembranal y/o el dominio citoplasméatico de un ActRlla, excepto por
un codon de parada situado dentro del dominio transmembranal o el dominio citoplasmatico, o situado entre el dominio
extracelular y el dominio transmembranal o el dominio citoplasmatico. Por ejemplo, un polinucledtido aislado puede
comprender una secuencia polinucledtida de ActRlla de longitud completa, tal como SEC ID n® 4 o una versién
parcialmente truncada de ActRlla, tal como un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico Sec iD
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n® 5, que corresponde al dominio extracelular de ActRlla. Un polinucleétido aislado puede comprender ademas un
codoén de terminacion de transcripcion de por lo menos seiscientos nucleétidos antes del extremo 3’-terminal o situado
de otra manera, de manera que el polinucleétido da lugar a un dominio extracelular fusionado opcionalmente con una
parte truncada de un ActRlIla de longitud completa. Una secuencia de acido nucleico preferente para ActRlla es SEC
ID n°® 14. Los acidos nucleicos dados a conocer en la presente memoria pueden unirse operablemente a un promotor
para la expresion y la exposicion proporciona células transformadas con dichos polinucledtidos recombinantes.
Preferentemente, la célula es una célula de mamifero, tal como una célula CHO.

La exposicion proporciona métodos para preparar un polipéptido ActRlla de unién a activina soluble. Dicho método
puede incluir la expresion de cualquiera de los acidos nucleicos (p.ej., SEC ID n° 4, n° 5 o n°® 14) dados a conocer en
la presente memoria en una célula adecuada, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO) o célula humana.
Dicho método puede comprender: a) cultivar una célula bajo condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido
ActRlla soluble, en el que dicha célula se transforma con un constructo de expresién de ActRlla soluble, y b) recuperar
el polipéptido ActRlla soluble expresado de esta manera. Los polipéptidos ActRlla solubles pueden recuperarse en
forma de fracciones en bruto, parcialmente purificadas o altamente purificadas. La purificacion puede llevarse a cabo
mediante una serie de etapas de purificacion, incluyendo, por ejemplo, una, dos o tres o mas de las siguientes, en
cualquier orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de intercambio anidnico (p.ej., sefarosa Q), cromatografia
de interaccion hidrofébica (p.ej., fenilsefarosa), cromatografia de exclusién por tamafios y cromatografia de
intercambio catiénico. Los polipéptidos ActRIla solubles pueden formularse en formas liquidas o sélidas (p.ej.,
liofilizadas).

Puede utilizarse un antagonista de activina-ActRlla dado a conocer en la presente memoria en un método para
fomentar la produccion de glébulos rojos o incrementar los niveles de glébulos rojos en un sujeto. La exposicion
proporciona métodos para tratar un trastorno asociado a bajos recuentos de gldbulos rojos o niveles bajos de
hemoglobina (p.ej., una anemia) o para fomentar la produccién de glébulos rojos, en pacientes que lo necesitan. Un
método puede comprender la administraciéon en un sujeto que lo necesita de una actividad eficaz de antagonista de
activina-ActRlla. La exposicidon proporciona métodos para incrementar los niveles de glébulos rojos y la formacion de
hueso en un paciente que lo necesita. Un método puede comprender la administraciéon en un sujeto que lo necesita
de una actividad eficaz de antagonista de activina-ActRlla. La exposicion demuestra que, en roedores, los antagonistas
de activina-ActRlIla incrementar los niveles celulares de precursores eritroides principalmente mediante los efectos
sobre el bazo. De acuerdo con lo anterior, la exposicion proporciona métodos para incrementar la liberacion de
gldbulos rojos a partir del bazo, comprendiendo el método la administracion en el paciente de una cantidad eficaz de
un antagonista de activina-ActRlla. La exposicidén proporciona usos de los antagonistas de activina-ActRlIla para
preparar un medicamento destinado al tratamiento de un trastorno o condicién tal como se indica en la presente
memoria.

La exposicion proporciona un método para identificar un agente que estimula la produccion de gldbulos rojos. El
método comprende: a) identificar un agente de ensayo que se une a activina o un dominio de union a ligando de un
polipéptido ActRlla, y b) evaluar el efecto del agente sobre los niveles de gldbulos rojos, hemoglobina y/o niveles de
precursores de glébulos rojos (p.€j., los niveles de reticulocitos).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la purificacion de ActRlla-Fc_h expresado en células CHO. La proteina se purifica en forma de
un unico pico bien definido segun se visualiza mediante la columna de exclusion molecular (panel izquierdo) y
SDS-PAGE con tincion de Coomasie (panel derecho) (carril izquierdo: estandares de peso molecular; carril
derecho: ActRlla-Fc_h).

La figura 2 muestra la union de ActRlIla-Fc_h a activina y GDF-11, medida mediante ensayo BiaCore™.

La figura 3 muestra los efectos de ActRlla-Fc_h sobre los recuentos de glébulos rojos en primates no humanos
hembra. Se trataron monos Cynomolgus hembra (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg,
10 mg/kg o 30 mg/kg de ActRlla-Fc_h los dias 0, 7, 14 y 21. La figura 3A muestra los recuentos de glébulos rojos
(GR). La figura 3B muestra los niveles de hemoglobina. La significancia estadistica es respecto a la linea base
para cada grupo de tratamiento. El dia 57, quedaban dos monos en cada grupo.

La figura 4 muestra los efectos de ActRlla-Fc_h sobre los recuentos de glébulos rojos en primates no humanos
macho. Se trataron monos Cynomolgus macho (cuatro grupos de cinco monos cada uno) con placebo o 1 mg/kg,
10 mg/kg o 30 mg/kg de ActRlIla-Fc_h los dias 0, 7, 14 y 21. La figura 4A muestra los recuentos de glébulos rojos
(GR). La figura 4B muestra los niveles de hemoglobina. La significancia estadistica es respecto a la linea base
para cada grupo de tratamiento. El dia 57, quedaban dos monos en cada grupo.

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

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

La figura 7 muestra los resultados del ensayo clinico humano descrito en el Ejemplo 5, en el que la superficie bajo
la curva (SBC) y la dosis administrada de ActRlla-Fc_h presentan una correlacion lineal, con independencia de si
se administra ActRlla-Fc_h por via intravenosa (IV) o subcutanea (SC).

La figura 8 muestra una comparacion de los niveles séricos de ActRlla-Fc_h en pacientes administrados IV o SC.
La figura 9 muestra los niveles de fosfatasa alcalina 6sea (FAQO) en respuesta a niveles de dosis diferentes de
ActRlla-Fc_h. La FAO es un marcador del crecimiento dseo anabdlico.

La figura 10 ilustra la mediana de cambio respecto de la linea base de los niveles de hematocrito del ensayo clinico
humano descrito en el Ejemplo 5. Se administré ActRlla-Fc_h por via intravenosa (IV) a la dosis indicada.

La figura 11 ilustra la mediana de cambio respecto de la linea base de los niveles de hemoglobina del ensayo
clinico humano descrito en el Ejemplo 5. Se administré ActRlla-Fc_h por via intravenosa (V) a la dosis indicada.
La figura 12 ilustra la mediana de cambio respecto de la linea base de recuento de GR (glébulos rojos) del ensayo
clinico humano descrito en el Ejemplo 5. Se administré ActRlla-Fc_h por via intravenosa (1V) a la dosis indicada.
La figura 13 ilustra la mediana de cambio respecto de la linea base de reticulocitos del ensayo clinico humano
descrito en el Ejemplo 5. Se administré ActRIla-Fc_h por via intravenosa (1V) a la dosis indicada.

La figura 14 muestra una alineacién de ActRlIla y ActRIIB humanas con los residuos que se deducen en la presente
memoria, basada en el analisis compuesto de multiples estructuras cristalinas de ActRIIB y ActRIIA de ligando de
contacto directo (el bolsillo de unién a ligando) indicadas con cajas.

La figura 15 muestra el efecto de ActRIIA-Fc_m sobre el hematocrito en un modelo de ratén de anemia inducida
por quimioterapia. Los datos son medias + SEM. * P < 0.05 vs. Vehiculo en el mismo punto temporal. Una dosis
unica de ActRIIA-Fc_m antes de la quimioterapia evit6 la caida del nivel de hematocrito que de lo contrario se
observaba tras la administracion del quimioterapéutico paclitaxel.

La figura 16 muestra el efecto dependiente de la dosis de ActRIIA-Fc_m sobre el hematocrito en un modelo de
ratéon de anemia inducida por quimioterapia. Los datos son medias + SEM. **, P < 0,01; ***, P < 0,001 vs. vehiculo
en el mismo punto temporal. Dos semanas después de la administracion de paclitaxel, el tratamiento de ActRIIA-
Fc_m incrementd el nivel de hematocrito como funcién del nimero de dosis.

La figura 17 muestra el efecto de ActRIIA-Fc_m sobre el hematocrito en un modelo de ratén parcialmente
nefroctemizado (NEPHX) de enfermedad renal cronica. Los datos son medias + SEM. * P < 0.05 vs. Vehiculo en
el mismo punto temporal. El tratamiento de ActRIIA-Fc_m evit6 la caida del nivel de hematocrito que de lo contrario
se observaba a las 4 semanas y produjo una tendencia beneficiosa en el hematocrito a las 8 semanas.

Descripcion detallada de la invencidon

1. Descripciéon general

La superfamilia del factor beta de crecimiento transformante (TGF-beta, por sus siglas en inglés) contiene una
diversidad de factores que comparten elementos de secuencia y motivos estructurales comunes. Es conocido que
dichas proteinas ejercen efectos bioldgicos sobre una gran diversidad de tipo celulares tanto en vertebrados como
invertebrados. Los miembros de la superfamilia llevan a cabo importantes funciones durante el desarrollo embrionario
en la formacién de patrones y la determinacion de tejidos y puede incluir en una diversidad de procesos de
diferenciacion, incluyendo la adipogénesis, la miogénesis, la condrogénesis, la cardiogénesis, la hematopoyesis, la
neurogénesis y la diferenciaciéon de las células epiteliales. La familia se divide en dos ramas generales: la rama
BMP/GDF y la rama TGF-beta/activina/BMP 10, cuyos miembros presentan efectos diversos, con frecuencia
complementarios. Mediante la manipulacion de la actividad de un miembro de la familia de TGF-beta, con frecuencia
resulta posible causar cambios fisioldgicos significativos en un organismo. Por ejemplo, las razas de ganado
piedmontesa y azul belga portan una mutaciéon de pérdida de funcion en el gen de GDF8 (también denominado
miostatina) que causa un incremento marcado de la masa muscular. Grobet et al., Nat. Genet. 17(1):714, 1997.
Ademas, en el ser humano, los alelos inactivos de GDF8 estan asociados a una masa muscular incrementada y, segun
los informes, una fuerza excepcional. Schuelke et al., N. Engl. J. Med. 350:2682-8, 2004.

Las activinas son factores de crecimiento polipeptidico diméricos que pertenecen a la superfamilia de TGF-beta.
Existen tres formas principales de activina (A, B y AB) que son homodimeros/heterodimeros de dos subunidades 3
estrechamente relacionadas (BaBa, BsBs, and BaPs, respectivamente). El genoma humano codifica ademés una
activina C y una activina E, que se expresan principalmente en el higado, y también se conocen formas
heterodiméricas que contienen Bco Be. En la superfamilia de TGF-beta, las activinas son factores unicos y
multifuncionales que pueden estimular la produccién hormonal en células ovaricas y placentarias, prestar soporte a la
supervivencia de las células neuronales, influir sobre el avance del ciclo celular positiva o negativamente segun el tipo
celular, e inducir la diferenciacion mesodérmica por lo menos en embriones de anfibios (DePaolo et al., Proc. Soc. Ep.
Biol. Med. 198:500-512, 1991; Dyson et al., Curr. Biol. 7:81-84, 1997; Woodruff, Biochem Pharmacol. 55:953-963,
1998). Ademas, el factor de diferenciacion eritroide (FDE) aislado a partir de células leucémicas monociticas humanas
estimuladas se ha encontrado que es idéntico a la activina A (Murata et al., PNAS 85:2434, 1988). Se ha sugerido que
la activina A fomenta la eritropoyesis en la médula 6sea. En varios tejidos, la sefalizacion de la activina es
antagonizada por su heteordimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacién de la hormona
foliculoestimulante (HFE) a partir de la pituitaria, la activina estimula la secrecion y sintesis de HFE, mientras que la
inhibina bloquea la secrecion y sintesis de HFE. Entre otras proteinas que pueden regular la bioactividad de la activina

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791 699 T3

y/o unirse a la activina se incluyen la folistatina (FS), la proteina relacionada con la folistatina (FSRP) y la
macroglobulina az.

Las sefales de TGF-3 estdn mediadas por complejos heteroméricos de receptores de treonina quinasa de tipos | y I,
que fosforilan y activan las proteinas Smad corriente abajo con la estimulacién por ligando (Massagué, Nat. Rev. Mol.
Cell Biol. 1:169-178, 2000). Dichos receptores de tipos | y Il son proteinas transmembranales, compuestas de un
dominio extracelular de unién a ligando con una region rica en cisteinas, un dominio transmembranal y un dominio
citoplasmatico con especificidad de serina/treonina predicha. Los receptores de tipo | resultan esenciales para la
sefializacion y los receptores de tipo Il resultan necesarios para ligandos de unién y para la expresion de receptores
de tipo I. Los receptores de activina de tipos | y Il forman un complejo estable después de la unién de ligando,
resultando en la fosforilaciéon de los receptores de tipo | por receptores de tipo Il.

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

Tal como se demuestra en la presente memoria, un polipéptido ActRlla soluble (ActRlla_s), que muestra una
preferencia sustancial en la unién a la activina A al contrario que otros elementos de la familia de TGF-beta, tal como
GDF8 o GDF11, resulta eficaz para incrementar los niveles in vivo de glébulos rojos. Aunque sin deseo de restringirse
a ningun mecanismo particular, se espera que el efecto de ActRlla_s esta causado principalmente por un efecto
antagonista de la activina, dada la unidon muy fuerte a la activina (constante de disociacién picomolar) mostrada por el
constructo particular de ActRlla_s utilizado en dichos estudios. Con independencia del mecanismo, resulta evidente a
partir de dicha exposicion que los antagonistas de ActRlla-activina incrementan los niveles de gldbulos rojos en
roedores, monos y seres humanos. Debe indicarse que la hematopoyesis es un proceso complejo, regulado por una
diversidad de factores, incluyendo la homeostasis de la eritropoyetina, G-CSF y hierro. Las expresiones “incrementa
los niveles de glébulos rojos” y “estimula la formacion de gldbulos rojos” se refieren a medidas observables
clinicamente, tales como las medidas de hematocrito, recuentos de glébulos rojos y hemoglobina, y pretenden ser
neutras respecto al mecanismo por el que se producen dichos cambios.

Los datos informados en la presente memoria con respecto a los primates no humanos también son reproducibles en
ratones, ratas y seres humanos y, por lo tanto, la presente exposicion proporciona métodos para utilizar los polipéptidos
ActRlla y otros antagonistas de activina-ActRlla para estimular la produccién de gldbulos rojos e incrementar los
niveles de glébulos rojos en mamiferos, de roedores a seres humanos. Entre los antagonistas de activina-ActRlla se
incluyen, por ejemplo, polipéptidos ActRlla solubles de unién a activina, anticuerpos que se unen a activina
(particularmente las subunidades activina A o B, también denominados BA o BB) y alteran la union de ActRlla,
anticuerpos que se unen a ActRlla y alteran la union de la activina, las proteinas no anticuerpos seleccionados para
la unién de activina o ActRlla (ver, p.ej., el documento n® WO 2002/088171, n® WO 2006/055689 y n° WO 2002/032925
para ejemplos de dichas proteinas y métodos de disefio y seleccion de las mismas), péptidos aleatorizados
seleccionados para la unién a activina o ActRlla, con frecuencia fijos a un dominio Fc. Pueden unirse entre si dos
proteinas diferentes (u otras fracciones) con actividad de unién a activina o ActRlla, especialmente ligantes de activina
que bloquean los sitios de unién de tipo | (p.€j., un receptor de activina de tipo | soluble) y de tipo Il (p.€j., un receptor
de activina de tipo Il soluble), respectivamente, para crear una molécula de unién bifuncional. Los aptameros de acidos
nucleicos, moléculas pequefas y otros agentes que inhiben el eje de sefalizacion de activina-ActRlIla estan incluidos
como antagonistas de activina-ActRlIla. Diversas proteinas presentan actividad antagonista de activina-ActRlla,
incluyendo la inhibina (es decir, la subunidad alfa de la inhibina), aunque la inhibina no antagoniza universalmente la
activina en todos los tejidos, la folistatina (p.ej., la folistatina-288 y la folistatina-315), FSRP, FLRG, activina C,
macroglobulina alfa(2) y una activina A mutante M1081 (cambio de metionina por alanina en la posicion 108).
Generalmente, las formas alternativas de activina, particularmente aquellas con alteraciones en el dominio de unién a
receptor de tipo |, pueden unirse a receptores de tipo Il y no consiguen formar un complejo ternario activo, actuando
de esta manera como antagonistas. Adicionalmente, pueden utilizarse acidos nucleicos, tales como moléculas
antisentido, ARNip o ribozimas que inhiben la activina A, B, C o E, o particularmente, la expresion de ActRlla, como
antagonistas de activina-ActRlla. El antagonista de activina-ActRIla que debe utilizarse puede mostrar selectividad
para la inhibicion de la sefalizacién mediada por activina frente a otros miembros de la familia de TGF-beta, y
particularmente con respecto a GDF8 y GDF11.

Los términos utilizados en la presente especificacién generalmente presentan sus significados ordinarios en la materia,
dentro del contexto de la presente invencion y en el contexto especifico en el que se utiliza cada término. Determinados
términos se comentan posteriormente o en otros sitios de la especificacién, para proporcionar una guia adicional para
el profesional en la descripcion de las composiciones y métodos de la invencion y sobre como prepararlos y utilizarlos.
El alcance o significado de cualquier uso de un término resultara evidente a partir del contexto especifico en el que se
utilice el término.
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El término “aproximadamente” se referira en general a un grado aceptable de error para la cantidad medida dada la
naturaleza o precision de las mediciones. Tipicamente, los grados ejemplares de error se encuentran dentro de 20 por
ciento (%), preferentemente dentro de 10%, y mas preferentemente dentro de 5%, de un valor o intervalo de valores
dado.

Tipicamente, y particularmente en sistemas bioldgicos, el término “aproximadamente” puede referirse a valores que
se encuentran a un orden de magnitud, preferentemente en el intervalo de 5 veces superiores o inferiores y mas
preferentemente en el intervalo de 2 veces superiores o inferiores a un valor dado. Las cantidades numéricas
proporcionadas en la presente memoria son aproximadas a menos que se indique lo contrario, es decir el término
“aproximadamente” puede inferirse en caso de no indicarse expresamente.

Los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir etapas de comparacion mutua de secuencias,
incluyendo entre una secuencia de tipo salvaje y uno o mas mutantes (variantes de secuencia). Dichas comparaciones
tipicamente comprenden alineaciones de secuencias de polimero, p.ej., utilizando programas y/o algoritmos de
alineacion de secuencias que son bien conocidos de la técnica (por ejemplo, BLASTA, FASTA y MEGALIGN, entre
otros). El experto en la materia apreciara facilmente que, en dichas alineaciones, en donde una mutacién contiene una
insercion o delecion de un residuo, la alineacién de secuencias introducira un “hueco” (tipicamente representado
mediante un guion o “A”) en la secuencia del polimero que no contiene el residuo insertado o delecionado.

El término “homodlogo”, en todas sus formas gramaticas y variaciones ortograficas, se refiere a la relacion entre dos
proteinas que poseen un origen evolutivo comun, incluyendo proteinas de superfamilias en la misma especie de
organismo, asi como proteinas homologas de diferentes especies de organismo. Dichas proteinas (y sus acidos
nucleicos codificantes) presentan homologia de secuencia, segun refleja la similitud de las secuencias, en términos
de identidad en porcentaje, o la presencia de residuos o motivos especificos y posiciones conservadas.

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

Sin embargo, en el uso comun y en la presente solicitud, el término “homdlogo”, en el caso de que esté modificado
por un adverbio, tal como “altamente”, puede referirse a la similitud de las secuencias y puede estar relacionado o no
con un origen evolutivo comun.

2. Polipéptidos ActRlla

En la presente memoria se dan a conocer polipéptidos ActRlla. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término
“ActRIla” se refiere a una familia de proteinas de receptor de activina de tipo Ila (ActRlla) de cualesquiera especies y
variantes derivadas de dichas proteinas ActRlla mediante mutagénesis u otra modificacion. La referencia a ActRlla en
la presente memoria se entiende como una referencia a cualquiera de las formas actualmente identificadas. Los
miembros de la familia de ActRlla son generalmente proteinas transmembranales, compuestas de un dominio
extracelular de unién a ligando con una regién rica en cisteinas, un dominio transmembranal y un dominio
citoplasmatico con actividad de serina/treonina quinasa predicha.

La expresion “polipéptido ActRlla” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido natural de un miembro
de la familia de ActRlla, asi como cualesquiera variantes del mismo (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y
formas peptidomiméticos) que conservan una actividad util. Ver, por ejemplo, el documento n°® WO 2006/012627. Por
ejemplo, entre los polipéptidos ActRlla se incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRlla
conocido con una secuencia por lo menos aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRlla, y
opcionalmente con una identidad de por lo menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o superior. Por ejemplo, un polipéptido
ActRlla dado a conocer en la presente memoria puede unirse e inhibir la funcién de una proteina ActRlla y/o activina.
Puede seleccionarse un polipéptido ActRlla para la actividad en la estimulaciéon de la formacion in vivo de glébulos
rojos. Entre los ejemplos de polipéptidos ActRlIla se incluyen el polipéptido precursor de ActRlla humano (SEC ID n°
1) y polipéptidos ActRIla humanos solubles (p.ej., SEC ID n°2,n°3,n°7 y n° 12).

La secuencia de la proteina precursora de ActRIla humana es la siguiente:
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MGAAAKLAFAVFLISCSSGAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEP
CYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSP
EVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPYYNILLYSLVPL

MLIAGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTODPGPPPPSPLLGLKPLQOLLE
VKARGRFGCVWKAQLLNEYVAVKIFPIQDKOSWONEYEVY SLPGMKHEN
ILOFIGAEKRGTSVDVDLWLITAFHEKGSLSDELKANVVSWNELCHIAE
IMARGLAYLAEDI PGLADGARPALSARDIRSKANY LLANNLTACIADEGL
LLEFEAGKSAGDTHGOVGTRRYMAPEVLEGAINFORDAFLRIDMY AMGL
VLWELASRCTAADGPVDEYMLPFEEEIGOQHPSLEDMOEVVVHEEKREVL
EDYWORKHAGMAMLCET IEECWDHDAEARLSAGCVGERITOMORLTNIIT

TEDIVIVVTMVINVDFPPKESSL (SECIDn®1)

El péptido de sefial presenta un subrayado simple; el dominio extracelular esta en negrita y los sitios potenciales de
glucosilacion N-ligada presentan un subrayado doble.

La secuencia de la proteina procesada de ActRIla humano soluble (extracelular) es la siguiente:
ILGESETQECLEFFNANWERDRTNOTGVEPCYGDEDERRHCFATWEN I SG
SIEIVEQGCWLDDINCYDRTDCVEREKDSPEVYFCCCEGNMCNERKFSYFP

EMEVTOETSNEVTEKEPE (SECID A" 2)

<

La “cola” C-terminal del dominio extracelular esta subrayado. La secuencia con la “cola” delecionada (una secuencia
A15) es la siguiente:

ILGRSETQECLEFNANWERKDETNO TGVEPCYGDEDEERHCFATWEN I SG
SIEIVEOQGCWLDDINCYDRTDCVERRKDSPEVYFCCCEGHNMCNEREFSYFE
M (SECIDn°3)

La secuencia de acido nucleico codificante de la proteina precursora de ActRlla humana es la siguiente (nucleétidos
164 a 1705 de GenBank entrada n°® NM_001616):

ATGGGAGCTGCTGCAAAGTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTGTT
CTTCAGGTGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTT
TAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCG
TGTTATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGA
ATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGA
TATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCT
GAAGTATATTTTTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTT
CTTATTTTCCAGAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTAC
ACCTAAGCCACCCTATTACAACATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTT
ATGTTAATTGCGGGGATTGTCATTTGTGCATTTTGGGTGTACAGGCATC
ACAAGATGGCCTACCCTCCTGTACTTGTTCCAACTCAAGACCCAGGACC
ACCCCCACCTTCTCCATTACTAGGGTTGAAACCACTGCAGTTATTAGAA
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GTGAAAGCAAGGGGAAGATTTGGTTGTGTCTGGARAGCCCAGTTGCTTA
ACGARATATGTGGCTGTCARARATATTTCCARATACAGGACARACAGTCATG
GCAAAATGAATACGAAGTCTACAGTTTGCCTGGARTGARGCATGAGRAC
ATATTACAGTTCATTGGTGCAGARARRCGAGGCACCAGTGTTGATGTGG
ATCTTTGGCTGATCACAGCATTTCATGAARRGGETTCACTATCAGRCTT
TCTTAAGGC TAATG TGO TCTCTTGGAATGARACTGTGTCATATTGCAGAR
ACCATGGCTAGAGGAT TGGCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAR
AAGATGGCCACAARCCTGCCATATCTCACAGGGACATCARAAGTARARLR
IGTGCTGTTGARARACARCCTGACAGCTTGCATTGCTGRCTTTGGGT TS
GCCTTAARATTTGAGGCTGGCAAGTCTGCAGGCGATACCCATGGACAGG
ITGGTACCCGGAGGTACATGGCTCCAGAGGTATTAGAGGGTGCTATAAR
CTTCCAAAGGGATGCATTTTTGAGGATAGATATGTATGCCATGGGATTA
GTCCTATGGGARCTGGCTTC TCGC TG TACTGCTGCAGATGGACCTGTAG
ATGAATACATGTTGCCATTTGAGGAGGARATTGGCCAGCATCCATCTCT
TGAAGACATGCAGGAAGTTGTTGTGCATARRARARARGAGGCCTGTTTTA
AGAGATTATTGGCAGARACATGCTGGRATGGCAATGCTCTGTGAAACCA
ITCAAGAATGTTGEGATCACGACGCAGAAGCCAGGT TATCAGCTGGATS
IGTAGGTGAARGARTTACCCAGATGCAGAGACTARCARRTATTATTACC
ACAGAGGACATTGTAACAGTGGTCACAATGLTGACAAATGTTGACTTTC

CTCCCARAGAATCTAGTCTATGA (SEC ID n=4)

La secuencia de acido nucleico codificante del polipéptido (extracelular) soluble ActRlla humano es la siguiente:

ATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATT
GEGAALAAGACAGAARCCARTCARACTGETGTTGAACCGTGTTATGGTGA
CARRGATRAACGGCGGCATTGTTTTGC TACC TEGRAAGARATATTTCTGGT
TCCATTGAAATAGTGAARACAAGGTTGTTGGC TGGATGATATCAACTGCT
ATGACAGGACTGATTGTGTAGARRAARLAGCACAGCCCTGAAGTATATTT
TTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAARAGTTTTCTTATTTTCCA
GAGATGGRAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTARGOCCAC
ce (SEC ID re §)

Se dan a conocer en la presente memoria polipéptidos ActRlla solubles. Tal como se indica en la presente memoria,
la expresion “polipéptido ActRlIla soluble” se refiere de manera general a polipéptidos que comprenden un dominio
extracelular de una proteina ActRlla. La expresion “polipéptido ActRlla soluble”, tal como se utiliza en la presente
memoria, incluye cualquier dominio extracelular natural de una proteina ActRlla, asi como cualesquiera variantes de
la misma (incluyendo mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Un polipéptido ActRlla de unién a activina es
uno que conserva la capacidad de unirse a la activina, incluyendo, por ejemplo, activina AA, AB, BB o formas que
incluye una subunidad C o E. Opcionalmente, un polipéptido ActRlIla de union a activina se unira a activina AA con
una constante de disociacion de 1 nM o inferior. El dominio extracelular de una proteina ActRlla se une a la activina 'y
es generalmente soluble bajo condiciones fisiolégicas, y de esta manera, puede denominarse polipéptido ActRlla de
unién a activina soluble. Entre los ejemplos de polipéptidos ActRlla de unién a activina solubles se incluyen los
polipéptidos solubles ilustrados en SEC ID n°2,n°3,n°7,n° 12y n° 13. La SEC ID n° 7 se denomina ActRlla-Fc_h, y
se describe adicionalmente en los Ejemplos. Otros ejemplos de polipéptidos ActRIla de unién a activina solubles
comprenden una secuencia de sefial ademas del dominio extracelular de la proteina ActRlla, por ejemplo, la secuencia
lider de la melitina de la abeja melifera (SEC ID n° 8), el lider del activador de plasminégeno tisular (APT) (SEC ID n°®
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9) o el lider de ActRlla nativo (SEC ID n° 10). El polipéptido ActRlIla-Fc_h ilustrado en SEC ID n° 13 utiliza un lider de
APT:

Una férmula general para una proteina ActRlla variante activa es una que comprende los aminoacidos 12 a 82 de la
SEC ID n° 2, respectivamente, aunque opcionalmente partiendo de un aposicion comprendida entre 1y 5o entre 3y
5 y terminando en una posicion comprendida entre 110y 116 o entre 110 y 115, respectivamente, y que comprende
nomas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores de aminoacidos en el bolsillo de unién a ligando, y cero, una o mas
alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 en el bolsillo de unién a ligando. Dicha
proteina puede comprender una secuencia de aminoacidos que conserva una identidad de secuencia superior a 80%,
90%, 95% 0 99% respecto a la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEC ID n° 2.

Pueden obtenerse fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos ActRlla mediante el cribado de polipéptidos
producidos recombinantemente a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico codificante de un polipéptido
ActRlla. Ademas, pueden sintetizarse quimicamente fragmentos utilizando técnicas conocidas, tales como la reaccion
de f-Moc o t-Boc en fase sélida de Merrifield convencional. Los fragmentos pueden producirse (recombinantemente o
mediante sintesis quimica) y someterse a ensayo para identificar aquellos fragmentos peptidilo que pueden funcionar
como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRlla o de la sefalizacidon mediada por activina.

Las variantes funcionalmente activas de los polipéptidos ActRlla pueden obtenerse mediante el cribado de bibliotecas
de polipéptidosmodificados producidos recombinantemente a partir de los acidos nucleicos mutagenizados
correspondientes codificantes de un polipéptido ActRlla. Pueden producirse variantes y someterse a ensayo para
identificar aquellos que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRlla o de la sefializacion
mediada por activina. Una variante funcional de los polipéptidos ActRlla puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es por lo menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n°® 2 o n° 3.
En determinados casos, la variante funcional presenta una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 805, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID n°2 o n° 3.

Pueden generarse variantes funcionales mediante la modificacion de la estructura de un polipéptido ActRlla para fines
tales como la potenciacion de la eficacia terapéutica, o la estabilidad (p.ej., la vida util ex vivo y la resistencia a la
degradacion proteolitica in vivo). Dichos polipéptidos ActRlIla modificados, al seleccionarlos para conservar la unién a
la activina, se consideran equivalentes funcionales de los polipéptidos ActRlla naturales. También pueden producirse
polipéptidos ActRIla modificados, por ejemplo, mediante sustitucion, delecion o adicién de aminoacidos. Por ejemplo,
resulta razonable esperar que una sustitucion aislada de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un
glutamato, una treonina por una serina, o una sustitucién similar de un aminoacido por un aminoacido estructuralmente
relacionado (p.ej., mutaciones conservadoras) no presentara un efecto importante sobre la actividad biolégica de la
molécula resultante. Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de
aminoacidos que estan relacionados por sus cadenas laterales. Puede determinarse facilmente si un cambio en la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido ActRlla resulta en un homdlogo funcional mediante evaluacion de la
capacidad del polipéptido ActRlIla variante de producir una respuesta en células de una manera similar al polipéptido
ActRlla de tipo salvaje.

Pueden producirse mutaciones especificas de los polipéptidos ActRIla de manera que se altere la glucosilacién del
polipéptido. Dichas mutaciones pueden seleccionarse para introducir o eliminar uno o mas sitios de glucosilacion, tal
como sitios de glucosilacién unidos a O o unidos a N. Los sitios de reconocimiento de glucosilacion unidos a asparagina
generalmente comprenden una secuencia de tripéptido: asparagina-X-treonina o asparagina-X-serina (en donde “X”
es cualquier aminoacido) que resulta especificamente reconocida por enzimas celulares de glucosilacion apropiados.
La alteracion también puede llevarse a cabo mediante la adicion o la sustitucién de uno o mas residuos de serina o
treonina a la secuencia del polipéptido ActRlla de tipo salvaje (para los sitios de glucosilaciéon unidos a O). Una
diversidad de sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o ambas de la primera o tercera posicion aminoacida
de un sitio de reconocimiento de glucosilacién (y/o una delecién de aminoacido en la segunda posicién) resulta en la
no glucosilacién en la secuencia de tripéptido modificada. Otro medio para incrementar el nimero de fracciones
carbohidrato en un polipéptido ActRlla es mediante el acoplamiento quimico o enzimatico de glucésidos con el
polipéptido ActRIla. Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, el azlGcar o azlicares pueden unirse a: (a)
arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres, tales como los presentes en la 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 la glutamina. La eliminacién de una o mas fracciones
carbohidrato presente en un polipéptido ActRlla puede llevarse a cabo quimica y/o enzimaticamente. La
desglucosilacion quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicion del polipéptido ActRlla al compuesto acido
trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Dicho tratamiento resulta en el corte de la mayoria o todos los
azucares, excepto el aztcar de union (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando intacto simultdneamente
la secuencia de aminoacidos. El corte enzimatico de las fracciones carbohidrato en los polipéptidos ActRlla puede
conseguirse mediante la utilizaciéon de una diversidad de endoglucosidasas y exoglucosidasas, tal como se indica en
Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138-350, 1987). La secuencia de un polipéptido ActRlla puede ajustarse, segun
resulte apropiado, segun el tipo de sistema de expresion utilizado, ya que las células de mamifero, levadura, insecto
y vegetales todas pueden introducir diferentes patrones de glucosilacion que pueden resultar afectados por la
secuencia de aminoacidos del péptido. En general, las proteinas ActRlla para la utilizaciéon en el ser humano pueden
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expresarse en una linea celular de mamifero que proporciona la glucosilaciéon correcta, tal como las lineas celulares
HEK293 o CHO, aunque se espera que otras lineas celulares de expresiéon de mamifero también resulten utiles.
Pueden utilizarse otras lineas celulares no de mamifero (p.ej., levaduras, E. coli, células de insecto) y, en algunos
casos, dichas lineas celulares pueden manipularse para incluir enzimas que proporcionan patrones de glucosilacion
de tipo mamifero sobre las proteinas expresadas.

Dicha exposicion contempla ademas un método de generacion de mutantes, particularmente grupos de mutantes
combinatoriales de un polipéptido ActRlla, asi como mutantes por truncado; los pools de mutantes combinatoriales
resultan especialmente Utiles para identificar las secuencias variantes funcionales. El propdsito del cribado de dichas
bibliotecas combinatoriales pueden ser la generacién de, por ejemplo, variantes de polipéptido ActRlla que se unen a
la activina o a otros ligandos. Posteriormente se proporciona una diversidad de ensayos de cribado, y dichos ensayos
pueden utilizarse para evaluar variantes. Por ejemplo, puede cribarse una variante de polipéptido ActRlla para la
capacidad de unirse a un ligando de ActRlla, para evitar la unién de un ligando de ActRlla a un polipéptido ActRlIla o
para interferir con la sefalizacion causada por un ligando de ActRlla.

La actividad de un polipéptido ActRlIla o sus variantes también puede someterse a ensayo en un ensayo celular o in
vivo. Por ejemplo, se evaluo el efecto de una variante de polipéptido ActRIla sobre la expresion de genes que participan
en la hematopoyesis. Lo anterior puede llevarse a cabo, seguin se requiera, en presencia de una o mas proteinas
ligando de ActRlla recombinantes (p.ej., activina) y las células pueden transfectarse para producir un polipéptido
ActRlla y/o variantes del mismo, y opcionalmente un ligando de ActRlla. De manera similar, puede administrarse un
polipéptido ActRlla en un ratdén o en otro animal, y pueden evaluarse una o mas mediciones sanguineas, tales como
un recuento de GR, hemoglobina o recuento de reticulocitos.

Pueden generarse variantes derivadas combinatorialmente que presentan una potencia selectiva o generalmente
incrementada respecto a un polipéptido ActRlla natural. De manera similar, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que presentan semividas intracelulares drasticamente diferentes de las correspondientes a un polipéptido ActRlIla de
tipo salvaje. Por ejemplo, la proteina alterada puede convertirse en mas estable o menos estables frente a la
degradacion proteolitica u otros procesos celulares que resultan en la destruccion o bien inactivacion del polipéptido
ActRlla nativo. Dichas variantes y los genes que las codifican pueden utilizarse para alterar los niveles de polipéptido
ActRlla mediante la modulacién de la semivida de los polipéptidos ActRlla. Por ejemplo, una semivida corta puede dar
lugar a mas efectos bioldgicos transitorios y, en el caso de ser una parte de un sistema de expresion inducible, puede
permitir un control mas estrecho de los niveles de polipéptido ActRIla recombinante dentro de la célula. En una proteina
de fusioén de Fc, pueden realizarse mutaciones en el conector (en su caso) y/o la parte Fc para alterar la semivida de
la proteina.

Puede producirse una biblioteca combinatorial mediante una biblioteca degenerada de genes codificantes de una
biblioteca de polipéptidos cada uno de los cuales incluye por lo menos una parte de potenciales secuencias de
polipéptido ActRlla. Por ejemplo, una mezcla de oligonucledtidos sintéticos puede ligarse enzimaticamente en
secuencias génicas de manera que el conjunto degenerado de potenciales secuencias de nucledétidos del polipéptido
ActRlIla sea expresable como polipéptidos individuales, o alternativamente, en forma de un conjunto de proteinas de
fusidon mas grandes (p.ej., para la expresion fagica).

Existen muchas maneras por las que puede generarse la biblioteca de potenciales homdlogos a partir de una
secuencia oligonucleétida degenerada. Puede llevarse a cabo la sintesis quimica de una secuencia génica
degenerada en un sintetizador automatico de ADN y a continuacion los genes sintéticos pueden ligarse en un vector
apropiado para la expresién. La sintesis de oligonucleétidos degenerados es bien conocida de la técnica (ver, por
ejemplo, Narang, S.A., Tetrahedron 39:3, 1983; Itakura et al., Recombinant DNA Proc., 3rd Cleveland Sympos.
Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier, paginas 273 a 289, 1981; Itakura et al., Annu. Rev. Biochem.
53:323, 1984; Itakura et al., Science 198:1056, 1984, lke et al., Nucleic Acid Res. 11:477, 1983). Dichas técnicas se
han utilizado en la evolucién directa de otras proteinas (ver, por ejemplo, Scott et al., Science 249:386-390, 1990;
Roberts et al., PNAS USA 89:2429-2433, 1992; Devlin et al., Science 249: 404-406, 1990; Cwirla et al., PNAS USA
87: 6378-6382, 1990, asi como las patentes US n° 5.223.409, n°® 5.198.346 y n° 5,096,815).

Alternativamente, pueden utilizarse otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatorial. Por
ejemplo, pueden generarse variantes de polipéptido ActRlla y aislarse a partir de una biblioteca mediante cribado
utilizando, por ejemplo, la mutagénesis de escaneo de alanina y similares (Ruf et al., Biochemistry 33:1565-1572,
1994; Wang et al., J. Biol. Chem. 269:3095-3099, 1994; Balint et al., Gene 137:109-118, 1993; Grodberg et al., Eur. J.
Biochem. 218:597-601, 1993; Nagashima et al., J. Biol. Chem. 268:2888-2892, 1993; Lowman et al., Biochemistry
30:10832-10838, 1991 y Cunningham et al., Science 244:1081-1085, 1989), mediante mutagénesis por escaneo de
conectores (Gustin et al., Virology 193:653-660, 1993; Brown et al., Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight et al.,
Science 232:316, 1982); mediante mutagénesis de saturacion (Meyers et al., Science 232:613, 1986); mediante
mutagénesis por PCR (Leung et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); or by random mutagenesis, including
chemical mutagenesis, etc. (Miller et al., A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY,
1992 y Greener et al.,, Strategies in Mol. Biol. 7:32-34, 1994). La mutagénesis por escaneo de conectores,
particularmente en un contexto combinatorial, es un método atractivo para identificar formas truncadas (bioactivas) de
polipéptidos ActRlla.
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Se conoce de la técnica un amplio abanico de técnicas de cribado de productos génicos de bibliotecas combinatoriales
producidos mediante mutaciones puntuales y truncados vy, igualmente, de cribado de bibliotecas de ADNc para
productos génicos con una determinada propiedad. Dichas técnicas generalmente son adaptables al cribado rapido
de las bibliotecas génicas generadas mediante la mutagénesis combinatorial de polipéptidos ActRlla. Las técnicas
mas ampliamente utilizadas para el cribado de bibliotecas génicas grandes tipicamente comprenden la clonacion de
la biblioteca génica en vectores de expresion replicables, la transformacion de células apropiadas con la biblioteca de
vectores resultante y la expresion de los genes combinatoriales bajo condiciones en las que la deteccion de una
actividad deseada facilita el aislamiento relativamente facil del vector codificante del gen cuyo producto se ha
detectado. Entre los ensayos preferentes se incluyen ensayos de unién a activina y ensayos de sefializacion celular
mediados por activina.

Los polipéptidos ActRlla utilizados en la invencién pueden comprender ademas modificaciones post-traduccionales
ademas de cualesquiera presentes naturalmente en los polipéptidos ActRlla. Entre dichas modificaciones se incluyen,
aunque sin limitarse a ellas, acetilacion, carboxilacién, glucosilacion, fosforilacién, lipidacion y acilacion. Como
resultado, los polipéptidos ActRlla modificados pueden contener elementos no aminoacidos, tales como
polietilenglicoles, lipidos polisacaridos o monosacaridos, y fosfatos. Los efectos de dichos elementos no aminoacidos
sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRlla pueden someterse a ensayo tal como se indica en la presente memoria
para otras variantes de polipéptido ActRIla. Al producir un polipéptido ActRlIla en las células mediante el corte de una
forma naciente del polipéptido ActRlla, el procesamiento post-traduccional también puede resultar importante para el
pliegue y/o funcion correctos de la proteina. Diferentes células (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3
o HEK293) presentan una magquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades post-
traduccionales y pueden seleccionarse para garantizar la modificaciéon y procesamiento correctos de los polipéptidos
ActRlla.

Entre las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRlIla pueden incluirse proteinas de fusion
que presentan por lo menos una parte de los polipéptidos ActRlla y uno o mas dominios de fusion. Entre los ejemplos
bien conocidos de dichos dominios de fusion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, polihistidina, Glu-Glu, glutation-
S-transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G, una regién constante de cadena pesada (Fc) de
inmunoglobulina, proteina de unién a maltosa (MBP) o albimina sérica humana. Puede seleccionarse un dominio de
fusion de manera que confiera una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusion resultan
particularmente Utiles para el aislamiento de las proteinas de fusion mediante cromatografia de afinidad. Para los fines
de la purificacion por afinidad, se utilizan matrices relevantes para cromatografia de afinidad, tales como resinas
conjugadas con glutation, amilasa y niquel o cobalto. Muchas de dichas matrices se encuentran disponibles en forma
de “kit”, tal como el sistema de purificacion de GST de Pharmacia y el sistema QlAexpress™ (Qiagen) util con parejas
de fusion (HIS)s. A titulo de otro ejemplo, puede seleccionarse un dominio de fusiéon de manera que facilite la deteccion
de los polipéptidos ActRlla. Entre los ejemplos de dichos dominios de deteccidn se incluyen las diversas proteinas
fluorescentes (p.ej., GFP), asi como “etiquetas epitopo”, que habitualmente son secuencias peptidicas cortas para las
que se encuentra disponible un anticuerpo especifico. Entre las etiquetas epitopo bien conocidas para las que se
encuentran facilmente disponibles anticuerpos monoclonales especificos se incluyen las etiquetas hemaglutinina del
virus influenza FLAG (HA) y c-myc. En algunos casos, los dominios de fusion presentan un sitio de corte de proteasa,
tal como para el Factor Xa o la trombina, que permite que la proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de
fusién y de esta manera libere las proteinas recombinantes a partir de las mismas. A continuacién, pueden aislarse
las proteinas liberadas del dominio de fusién mediante posterior separacion cromatografica. En determinadas
realizaciones preferentes, se fusiona un polipéptido ActRlIla con un dominio que estabiliza el polipéptido ActRlla in vivo
(un dominio “estabilizador”). Por “estabilizacién” se entiende cualquier cosa que incremente la semivida sérica, con
independencia de que ello se deba a una destruccion reducida, eliminacidon reducida por el rifidon u otro efecto
farmacolégico. Las fusiones con la parte Fc de una inmunoglobulina es conocido que confieren propiedades
farmacocinéticas en un amplio abanico de proteinas. Los dominios constantes de una inmunoglobulina,
particularmente de una cadena pesada de IgG, también pueden utilizarse como dominios estabilizadores. De manera
similar, las fusiones con albumina sérica humana pueden conferir propiedades deseables. Entre otros tipos de
dominios de fusion que pueden seleccionarse se incluyen dominios de multimerizacion (p.ej., dimerizacion,
tetramerizacion) y dominios funcionales (que confieren una funcion bioldgica adicional, tal como la estimulacién
adicional del crecimiento muscular).

A titulo de ejemplo especifico, la presente invencién puede utilizar una proteina de fusion que comprende un dominio
extracelular soluble de AcRIlla fusionado con un dominio Fc. Se muestra un ejemplo de n dominio Fc de IgG1
posteriormente (SEC ID n° 6).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD (A) VSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHN (A) HYTOKSLSLSPGK*
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Opcionalmente, el dominio Fc presenta una o mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, lisina-322 y Asn-434.
En determinados casos, el dominio Fc mutante que presenta una o mas de dichas mutaciones (p.ej., mutacion Asp-
265) presenta una capacidad reducida de unién al receptor de Fcy respecto a un dominio Fc de tipo salvaje. En otros
casos, el dominio Fc mutante que presenta una o mas de dichas mutaciones (p.ej., la mutacién Asn-434) presenta una
capacidad incrementada de union al receptor de Fc relacionado con el CMH de clase | (FCRN) en comparacion con
un dominio Fc de tipo salvaje. También pueden utilizarse dominios Fc de 19G2, IgG3 e 1gG4.

Se entiende que pueden disponerse diferentes elementos de las proteinas de fusién de cualquier manera que resulte
consistente con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, puede introducirse un polipéptido ActRlla en posicion C-
terminal respecto a un dominio heterdlogo, o alternativamente, puede introducirse un dominio heterélogo en posicién
C-terminal respecto a un polipéptido ActRlla. EI dominio de polipéptido ActRlla y el dominio heterélogo no necesita
ser contiguo en una proteina de fusion, y pueden incluirse dominios o secuencias de aminoacidos adicionales en
posicion C-terminal o N-terminal respecto a cualquier dominio o entre los dominios.

Los polipéptidos ActRlIla para la utilizacion en la presente invencion pueden contener una o mas modificaciones que
son capaces de estabilizar los polipéptidos ActRlIla. Por ejemplo, dichas modificaciones potencian la semivida in vitro
de los polipéptidos ActRlla, potencian la semivida circulatoria de los polipéptidos ActRlla o reducen la degradacion
proteolitica de los polipéptidos ActRlla. Entre dichas modificaciones estabilizadoras se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, proteinas de fusién (incluyendo, por ejemplo, proteinas de fusién que comprenden un polipéptido ActRlla y un
dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glucosilacién (incluyendo, por ejemplo, la adicién de un sitio de
glucosilacién a un polipéptido ActRlla) y modificaciones de la fraccion carbohidrato (incluyendo, por ejemplo, la
eliminacion de fracciones carbohidrato de un polipéptido ActRlla). Tal como se utiliza en la presente memoria, la
expresion “dominio estabilizador” no sélo se refiere a un dominio de fusién (p.ej., Fc), tal como en el caso de las
proteinas de fusion, sino que también incluye modificaciones no proteicas, tales como un dominio carbohidrato, o una
fraccidn no proteica, tal como polietilenglicol.

En la presente memoria se dan a conocer formas aisladas y/o purificadas de los polipéptidos ActRlla, que se aislan a
partir de, o se encuentran sustancialmente libres de, otras proteinas. Los polipéptidos ActRlla generalmente se
producen mediante expresion a partir de acidos nucleicos recombinantes.

3. Acidos nucleicos codificantes de polipéptidos ActRlla

En la presente memoria se dan a conocer acidos nucleicos aislados y/o recombinantes codificantes de cualquiera de
los polipéptidos ActRlla (p.g;j., polipéptidos ActRlIla solubles), incluyendo fragmentos, variantes funcionales y proteinas
de fusion dadas a conocer en la presente memoria. Por ejemplo, la SEC ID n° 4 codifica el polipéptido precursor de
ActRlIla humano natural, mientras que SEC ID n° 5 codifica el dominio extracelular procesado de ActRlla. Los &cidos
nucleicos de la invencidon pueden ser de cadena sencilla o de doble cadena. Dichos acidos nucleicos pueden ser
moléculas de ADN o ARn. Dichos acidos nucleicos pueden utilizarse en, por ejemplo, métodos para generar
polipéptidos ActRlla o como agentes terapéuticos directos (p.ej., en un enfoque de terapia génica).

Entre los acidos nucleicos de la invencion codificantes de polipéptidos ActRlla pueden incluirse acidos nucleicos que
son variantes de la SEC ID n° 4 o n° 5.

En la presente memoria se dan a conocer secuencias de acidos nucleicos aislados o recombinantes que son por lo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticos a SEC ID n° 4 o n° 5. El experto ordinario en la materia
apreciara que las secuencias de acidos nucleicos complementarias a la SEC ID n°® 4 o n° 5, y las variantes de SEC ID
n°® 4 o n° 5 también se dan a conocer en la presente memoria. Las secuencias de acidos nucleicos pueden ser aisladas,
recombinantes y/o fusionarse con una secuencia de nucledtidos heteréloga, o en una biblioteca de ADN.

En la presente memoria se dan a conocer acidos nucleicos que incluyen secuencias de nucleétidos, y los polipéptidos
ActRlla codificados por dichos acidos nucleicos, que se hibridan bajo condiciones altamente restrictivas con la
secuencia de nucledtidos designada en la SEC ID n° 4 o n° 5, secuencia complementaria de la SEC IDn°4o0n°5 o
fragmentos de la misma. Tal como se ha comentado anteriormente, el experto ordinario en la materia entendera
facilmente que pueden modificarse las condiciones de astringencia apropiadas que fomentan la hibridacién del ADN.
El experto ordinario en la materia entendera facilmente que pueden modificarse las condiciones de astringencia
apropiadas que fomentan la hibridacion del ADN. Por ejemplo, podria llevarse a cabo la hibridaciéon a 6,0x cloruro
sodico/citrato sddico (SSC) a aproximadamente 45°C seguido de un lavado de 2,0x SSC a 50°C. Por ejemplo, la
concentracién salina en la etapa de lavado puede seleccionarse de una baja astringencia de aproximadamente 2,0x
SSC a 50°C a una alta astringencia de aproximadamente 0,2x SSC a 50°C. Ademas, la temperatura en la etapa de
lavado puede incrementarse de condiciones de baja astringencia a temperatura ambiente, aproximadamente 22°C, a
condiciones de alta astringencia a aproximadamente 65°C. Puede modificarse tanto la temperatura como la
concentracion salina, o puede mantenerse constante la temperatura o la concentracion salina mientras se modifica la
otra variable. En la presente memoria se dan a conocer acidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones de baja
astringencia, de 6x SSC, a temperatura ambiente seguido de un lavado a 2x SSC a temperatura ambiente.
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Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos indicados en la SEC ID n° 4 o n° 5 debido a la
degeneracion del codigo genético también se dan a conocer en la presente memoria. Por ejemplo, varios aminoacidos
se designan por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoéacido, o sinénimos (por ejemplo,
CAU y CAC son sinoénimos para la histidina) pueden resultar en mutaciones “silenciosas”, que no afectan a la
secuencia de aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera que existan entre las células de mamifero
polimorfismos de secuencia de ADN que no conducen a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas
de la invencion. El experto en la materia apreciara que pueden existir entre los individuos de una especie dada debido
a la variacion alélica natural dichas variaciones en uno o mas nucleétidos (hasta aproximadamente 3-5% de los
nucleétidos) de los acidos nucleicos codificantes de una proteina particular. Todas y cada una de dichas variaciones
de nucledtidos y los polimorfismos de aminoacidos resultantes se dan a conocer en la presente memoria.

Los acidos nucleicos recombinantes pueden ligarse operablemente a una o mas secuencias de nucledtidos
reguladoras en un constructo de expresion. Las secuencias de nucleétidos reguladoras resultaran generalmente
apropiadas para la célula huésped utilizada para la expresion. Se conocen de la técnica numerosos tipos de vectores
de expresién apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una diversidad de células huésped. Tipicamente,
entre dicha secuencias o secuencias de nucleétidos reguladoras puede incluirse, aunque sin limitarse a ellas,
secuencias de promotor, secuencias lider o de sefial, sitios de union ribosémica, secuencias de inicio y terminacion
transcripcional, secuencias de inicio y terminacién traduccional, y secuencias de potenciador o de activador. Los
promotores constitutivos o inducibles tal como se conocen de la técnica se encuentran contemplados en la invencion.
Los promotores pueden ser promotores naturales, o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un
promotor. Un constructo de expresién puede encontrarse presente en una célula en un episoma, tal como un plasmido,
o0 el constructo de expresion puede insertarse en un cromosoma. Preferentemente, el vector de expresion contiene un
gen marcador seleccionable para permitir la seleccion de las células huésped transformadas. Los genes marcadores
seleccionables son bien conocidos de la técnica y variaran con la célula huésped utilizada.

El acido nucleico de la invencion puede proporcionarse en un vector de expresion que comprende una secuencia de
nucleétidos codificante de un polipéptido ActRIla y operablemente ligada a por lo menos una secuencia reguladora.
Las secuencias reguladoras son reconocidas por la técnica y se seleccionan para dirigir la expresion del polipéptido
ActRlla. De acuerdo con lo anterior, la expresién secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresion. Las secuencias reguladoras ejemplares se describen en Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA, 1990. Por ejemplo, puede utilizarse
en dichos vectores cualquiera de entre una amplia diversidad de secuencias de control de la expresion que controlan
la expresion de una secuencia de ADN al ligarse operativamente a ella, para expresar secuencias de ADN codificantes
de un polipéptido ActRlla. Entre dichas secuencias de control de la expresion utiles se incluyen, por ejemplo, los
promotores temprano y tardio de SV40, el promotor tet, el promotor temprano inmediato de adenovirus o
citomegalovirus, los promotores del RSV, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC o TrC, el promotor de T7 cuya
expresion esta dirigida por la ARN polimerasa de T7, las regiones de operador y promotor importantes del fago lambda,
las regiones de control para la proteina de cubierta fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa u otros enzimas
glucoliticos, los promotores de la fosfatasa acida, p.ej., Pho5, los promotores de los factores a de apareamiento de la
levadura, el promotor polihedron del sistema de baculovirus y otras secuencias que es conocido que controlan la
expresion de genes de células procariéticas o eucaridticas o sus virus, y diversas combinaciones de los mismos. Debe
entenderse que el disefio del vector de expresién puede depender de factores tales como la eleccion de la célula
huésped que debe transformarse y/o el tipo de proteina que se desea expresar. Ademas, también deberia
considerarse el numero de copia del vector, la capacidad de controlar el numero de copia y la expresién de cualquier
otra proteina codificada por el vector, tal como marcadores antibiéticos.

Puede producirse un acido nucleico recombinante mediante ligacién del gen clonado, o una parte del mismo, en un
vector adecuado para la expresién en células procariéticas, células eucaridticas (levaduras, de ave, de insecto o de
mamifero) o ambas. Entre los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido ActRlla recombinante se
incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, entre los vectores adecuados se incluyen plasmidos de los tipos:
plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados
de pBTac y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células procaritticas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamifero contienen tanto secuencias procariéticas para facilitar la propagacion del
vector en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucaridticas que se expresan en las células
eucarioticas. Los vectores derivados de 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 mamifero adecuados para la
transfeccion de células eucarioticas. Algunos de dichos vectores se modifican con secuencias procedentes de
plasmidos bacterianos, tales como pBR322, a fin de facilitar la replicacion y seleccion de resistencia a farmaco tanto
en células procaridticas como eucarioticas. Alternativamente, pueden utilizarse derivados de virus, tales como el virus
del papiloma bovino (BPV-1) o el virus de Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria
de proteinas en células eucaridticas. Pueden encontrarse ejemplos de otros sistemas de expresion viricos (incluyendo
retroviricos) posteriormente en la descripcidon de los sistemas de administracion de terapia génica. Los diversos
métodos utilizados en la preparacion de los plasmidos y en la transformacion de organismos huésped son bien
conocidos de la técnica. Para otros sistemas de expresién adecuados para células tanto procaridticas como
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eucaridticas, asi como procedimientos generales de recombinaciéon, ver Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3a
ed., editado por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede
resultar deseable expresar los polipéptidos recombinantes mediante la utilizacién de un sistema de expresion
baculovirico. Entre los ejemplos de dichos sistemas de expresion baculovirica se incluyen vectores derivados de pVL
(tales como pVL1392, pVL 1393 y pVL941), vectores derivados de pAcUW (tal como pAcUW1) y vectores derivados
de pBlueBac (tales como pBlueBac Ill que contiene p-gal).

Preferentemente, se disefia un vector para la produccién de los polipéptidos ActRlla de la invencién en células CHO,
tal como un vector pCMV-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores
pCl-neo (Promega, Madison, Wise.). Tal como resultara evidente, los constructos génicos de la invencion, pueden
utilizarse para causar la expresién de los polipéptidos ActRlla de la invencion en células propagadas en cultivo, p.ej.,
para producir proteinas, incluyendo proteinas de fusion o proteinas variantes, para la purificacion.

La presente exposicion se refiere ademas a una célula huésped transfectada con un gen recombinante que incluye
una secuencia codificante (p.ej., SEC ID n° 4 o n° 5) de uno o mas de los polipéptidos ActRlla de la invencion. La
célula huésped puede ser cualquier célula procariodtica o eucariética. Por ejemplo, puede expresarse un polipéptido
ActRlla tal como se da a conocer en la presente memoria en células bacterianas, tales como E. coli, células de insecto
(p.€j., utilizando un sistema de expresion baculovirico), levaduras o células de mamifero. El experto en la materia
conoce otras células huésped adecuadas.

De acuerdo con lo anterior, la presente exposicion se refiere ademas a métodos para producir los polipéptidos ActRlla
de la invencién. Por ejemplo, una célula huésped transfectada con un vector de expresion codificante de un polipéptido
ActRlla puede cultivarse bajo condiciones apropiadas para permitir que ocurra la expresion del polipéptido ActRlla. El
polipéptido ActRlla puede secretarse y aislarse a partir de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido
ActRlla. Alternativamente, el polipéptido ActRlIla puede retenerse citoplasmaticamente o en una fraccion membranal
y recolectarse las células, lisarse y aislarse la proteina. Un cultivo celular incluye células huésped y otros productos
secundarios. Los medios adecuados para el cultivo celular son bien conocidos de la técnica. Los polipéptidos ActRlla
de la invencion pueden aislarse a partir de medio de cultivo celular, células huésped o ambos, utilizando técnicas
conocidas de purificacion de proteinas, incluyendo la cromatografia de intercambio idnico, la cromatografia de filtracion
en gel, la ultrafiltracion, la electroforesis, la purificacion por inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos
particulares de los polipéptidos ActRlla y la purificacion de afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado
al polipéptido ActRlla (p.ej., puede utilizarse una columna de proteina A para purificar una fusion ActRlla-Fc).
Preferentemente, el polipéptido ActRlIla es una proteina de fusidn que contiene un dominio que facilita su purificacion.
Preferentemente, la purificacién se lleva a cabo mediante una serie de etapas de cromatografia de columna,
incluyendo, por ejemplo, tres o mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia en proteina A, cromatografia
en sefarosa-Q, cromatografia en fenilsefarosa, cromatografia de exclusién por tamafio y cromatografia de intercambio
catiénico. La purificacion puede completarse con filtracion virica e intercambio de tampones. Tal como se demuestra
en la presente memoria, la proteina ActRlla-Fc_h se purificd hasta una pureza >98% segun se determiné mediante
cromatografia de exclusion por tamafios y de >95% segun se determiné mediante SDS PAGE. Dicho nivel de pureza
resultd suficiente para conseguir resultados deseables en ratones, ratas, primates no humanos y seres humanos.

Un gen de fusién codificante de una secuencia lider de purificacion, tal como la secuencia de sitio de corte de poli-
(His)/enteroquinasa en el extremo N-terminal de la parte deseada del polipéptido ActRIla recombinante, puede permitir
la purificacién de la proteina de fusion expresada mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina de metal
Ni2*. La secuencia lider de purificacion a continuacion puede eliminarse mediante tratamiento con enteroquinasa,
proporcionando el polipéptido ActRlla purificado (p.ej., ver Hochuli et al., J. Chromatography 411:177, 1987,
y Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

Las técnicas para producir genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de
ADN codificantes de diferentes secuencias polipeptidicas se lleva a cabo de acuerdo con técnicas convencionales,
utilizando extremos romos o cohesivos para la ligacion, la digestion con enzimas de restriccidén para proporcionar los
extremos apropiados, el rellenado de extremos cohesivos segun resulte apropiado, el tratamiento con fosfatasa
alcalina para evitar la unién no deseable, y la ligacién enzimatica. El gen de fusion puede sintetizarse mediante técnicas
convencionales, incluyendo los sintetizadores automaticos de ADN. Alternativamente, la amplificacion por PCR de
fragmentos génicos puede llevarse a cabo utilizando cebadores de anclaje que dan lugar a extremos protuberantes
complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos que posteriormente pueden hibridarse para generar una
secuencia génica quimérica (ver, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, editores: Ausubel et al., John
Wiley & Sons: 1992).

4. Antagonistas de activina y ActRlla alternativos

Los datos presentados en la presente memoria demuestran que los antagonistas de la sefializacién de activina-ActRlla
pueden utilizarse para incrementar los niveles de glébulos rojos o de hemoglobina. Aunque los polipéptidos ActRlla
solubles, y particularmente ActRlIla-Fc, son antagonistas preferentes, y aunque dichos antagonistas pueden afectar a
los niveles de globulos rojos mediante un mecanismo diferente del antagonismo de activina (p.ej., la inhibicion de la
activina puede ser un indicador de la tendencia de un agente a inhibir las actividades de un espectro de moléculas,
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incluyendo, quiza, otros miembros de la superfamilia de TGF-beta, y dicha inhibicién colectiva puede conducir al efecto
deseado sobre la hematopoyesis), se espera que otros tipos de antagonistas de activina-ActRlla resultan dutiles,
incluyendo los anticuerpos anti-activina (p.ej., activina Ba, Bs, Bc ¥ Be) , anticuerpos anti-ActRlla, cadenas antisentido,
ARNi o acidos nucleicos ribozima que inhiben la produccion de ActRlla, y otros inhibidores de la activina o de ActRlla,
particularmente los que interfieren en la unién de activina-ActRlla.

Un anticuerpo que es especificamente reactivo con un polipéptido ActRlla (p.ej., un polipéptido ActRlla soluble) y que
se une competitivamente a un ligando con el polipéptido ActRlla o, de otro modo, inhibe la sefializacion mediada por
ActRlla, puede utilizarse como antagonista de las actividades del polipéptido ActRIla. De manera similar, un anticuerpo
que sea especificamente reactivo con un polipéptido activina a, Bs, Bc 0 Bg, o cualquier heterodimero de los mismos,
y que interfiere con la unién de ActRlla, puede utilizarse a modo de antagonista.

Mediante la utilizacién de inmundgenos derivados de un polipéptido ActRlla o un polipéptido activina, pueden
prepararse antisueros anti-proteina/anti-péptido o anticuerpos monoclonales mediante protocolos estandares (ver, por
ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, editado por Harlow y Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Un mamifero,
tal como un raton, un hamster o un conejo, puede inmunizarse con una forma inmunogénica del polipéptido activina o
ActRlla, un fragmento antigénico que sea capaz de inducir una respuesta de anticuerpos, o una proteina de fusion.
Entre las técnicas para proporcionar inmunogenicidad a una proteina o péptido se incluyen la conjugacion con
portadores u otras técnicas bien conocidas. Puede administrarse una parte inmunogénica de un polipéptido ActRlla o
activina en presencia de adyuvante. El avance de la inmunizacién puede monitorizarse mediante deteccion de los
titulos de anticuerpo en plasma o suero. Puede utilizarse un ELISA estdndar u otros inmunoensayos con el
inmunégeno como antigeno a fin de evaluar los niveles de anticuerpos.

Tras la inmunizacion de un animal con una preparacion antigénica de un polipéptido activina o ActRlla, pueden
obtenerse antisueros y, si se desea, pueden aislarse anticuerpos policlonales a partir del suero. Para producir
anticuerpos monoclonales, pueden recolectarse células productoras de anticuerpos (linfocitos) a partir de un animal
inmunizado y fusionarse mediante procedimientos estandares de fusién de células somaticas con células
inmortalizadas, tales como células de mieloma para rendir células de hibridoma. Dichas técnicas son bien conocidas
y entre ellas se incluyen, por ejemplo, la técnica del hibridoma (originalmente desarrollada por Kohler y Milstein, Nature,
256: 495-497, 1975), la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbar et al., Immunology Today, 4: 72, 1983) y
la técnica del hibridoma de EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. paginas 77 a 96, 1985). Las células de hibridoma pueden cribarse
inmunoquimicamente para la produccién de anticuerpos especificamente reactivos con un polipéptido activina o
ActRlla y anticuerpos monoclonales aislados a partir de un cultivo que comprende dichas células de hibridoma.

El término “anticuerpo” tal como se utiliza en la presente memoria pretende incluir anticuerpos completos, p.ej., de
cualquier isotipo (IgG, IgA, IgM, IgE, etc.) e incluye fragmentos o dominios de inmunoglobulinas que son reactivas con
un antigeno seleccionado. Los anticuerpos pueden fragmentarse utilizando técnicas convencionales y los fragmentos
cribarse para utilidad y/o interaccién con un epitopo especifico de interés. De esta manera, el término incluye
segmentos de partes cortadas proteoliticamente o preparadas recombinantemente de una molécula de anticuerpo que
son capaces de reaccionar selectivamente con una determinada proteina. Entre los ejemplos no limitativos de dichos
fragmentos proteoliticos y/o recombinantes se incluyen Fab, F(ab’)z, Fab’, Fv y anticuerpos de cadena sencilla (scFv)
que contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido mediante un conector peptidico. Los scFv pueden unirse covalente o no
covalentemente para formar anticuerpos que presentan dos o mas sitios de unién. El término anticuerpo incluye
ademas preparaciones policlonales, monoclonales u otras preparaciones purificadas de anticuerpos y anticuerpos
recombinantes. La expresion “anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo, o dominio de unién a antigeno de
una inmunoglobulina, expresado a partir de un acido nucleico que se ha construido utilizando técnicas de biologia
molecular, tal como un anticuerpo humanizado o un anticuerpo totalmente humano desarrollado a partir de un
anticuerpo de cadena sencilla. Los anticuerpos de dominio Unico y de cadena sencilla también se encuentran incluidos
en la expresidn “anticuerpo recombinante”.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, y en la presente memoria se dan a conocer métodos para generar
nuevos anticuerpos. Por ejemplo, un método para generar un anticuerpo monoclonal que se una especificamente a
un polipéptido ActRlla o a un polipéptido activina puede comprender la administracion en un ratén de una cantidad de
una composicion inmunogénica que comprenda un polipéptido antigeno eficaz para estimular una respuesta inmune
detectable, de manera que se obtienen células productoras de anticuerpos (p.€j., células de bazo) del ratén, la fusién
de las células productoras de anticuerpos con células de mieloma a fin de obtener hibridomas productores de
anticuerpos, y someter a ensayo los hibridomas productores de anticuerpos a fin de identificar un hibridoma que
produzca un anticuerpo monoclonal que se una especificamente al antigeno. Una vez obtenido, el hibridoma puede
propagarse en un cultivo celular, opcionalmente bajo condiciones de cultivo en las que las células derivadas del
hibridoma producen el anticuerpo monoclonal que se une especificamente al antigeno. El anticuerpo monoclonal
puede purificarse a partir del cultivo celular.

La expresion “especificamente reactivo con” tal como se utiliza en referencia a un anticuerpo pretende referirse, tal
como se entiende generalmente en la técnica, al anticuerpo que es suficientemente selectivo entre el antigeno de
interés (p.ej., un polipéptido activina o ActRlla) y otros antigenos que no son de interés para que el anticuerpo resulte
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util para, como minimo, detectar la presencia del antigeno de interés en un tipo particular de muestra bioldgica. En
determinados métodos que utilizan el anticuerpo, tales como aplicaciones terapéuticas, puede resultar deseable un
mayor grado de especificidad en la union. Los anticuerpos monoclonales generalmente presentan una mayor
tendencia (en comparacion con los anticuerpos policlonales) a discriminar eficazmente entre los antigenos deseados
y los polipéptidos de reactividad cruzada. Una caracteristica que influye sobre la especificidad de una interaccion de
anticuerpo:antigeno es la afinidad del anticuerpo para el antigeno. Aunque la especificidad deseada puede alcanzarse
con un abanico de diferentes afinidades, los anticuerpos generalmente preferentes presentaran una afinidad (una
constante de disociacion) de aproximadamente 10, 107, 108, 10-° M o inferior.

Ademas, las técnicas utilizadas para cribar anticuerpos a fin de identificar un anticuerpo deseable pueden influir sobre
las propiedades del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, en el caso de que deba utilizarse un anticuerpo para la union
de un antigeno en solucién, puede resultar deseable someter a ensayo la unién en solucién. Se encuentra disponible
una diversidad de diferentes técnicas para someter a ensayo la interaccion entre anticuerpos y antigeno para identificar
anticuerpos particularmente deseables. Entre dichas técnicas se incluyen los ELISA, los ensayos de unién de
resonancia del plasmon superficial (p.ej., el ensayo de union Biacore™, Biacore AB, Uppsala, Suecia), los ensayos de
tipo sandwich (p.ej., el sistema de perlas paramagnéticas de IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland), las
transferencias Western, los ensayos de inmunoprecipitacion y la inmunohistoquimica.

Entre los ejemplos de categorias de compuestos de acidos nucleicos que son antagonistas de activina o de ActRlla
se incluyen los acidos nucleicos antisentido, los constructos de ARNi y los constructos cataliticos de acidos nucleicos.
Un compuesto de acidos nucleicos puede ser de cadena sencilla o de doble cadena. Un compuesto de doble cadena
puede incluir ademas zonas protuberantes o de no complementariedad, en las que una u otra cadena es de cadena
sencilla. Un compuesto de cadena sencilla puede incluir zonas de autocomplementariedad, referidas a que el
compuesto forma una denominada “horquilla” o estructura de “tallo-bucle”, con una zona de estructura de doble hélice.
Un compuesto de acidos nucleicos puede comprender una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una
zona que consiste en no mas de 1000, no mas de 500, no mas de 250, no mas de 100 o no mas de 50, 35, 25, 22, 20,
18 0 15 nucledtidos de la secuencia de acidos nucleicos de ActRlla de longitud completa o de la secuencia de acidos
nucleicos de la activina Ba, Bs, Bc, 0 Be. La zona de complementariedad preferentemente presentara por lo menos 8
nucleétidos, y opcionalmente entre aproximadamente 18 y 35 nucledtidos. Una zona de complementariedad puede
encontrarse dentro de un intrén, una secuencia codificante o una secuencia no codificante del transcrito diana, tal
como la parte de secuencia codificante. Generalmente, un compuesto de acidos nucleicos presentara 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 nucledtidos. Un acido nucleico puede ser un ADN
(particularmente para la utilizacion como cadena antisentido), un ARN o un hibrido ARN:ADN. Cualquier cadena puede
incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no pueden clasificarse faciimente como ADN o
ARN. De manera similar, un compuesto de doble cadena puede ser ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN, y cualquier
cadena puede incluir ademas una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificaciones que no pueden clasificarse
facilmente como ADN o ARN. Un compuesto de acidos nucleicos puede incluir cualquiera de entre una diversidad de
modificaciones, incluyendo una o mas modificaciones del esqueleto (la parte de sacarido-fosfato en un acido nucleico
natural, incluyendo los enlaces internucledétido) o la parte de base (la parte de purina o pirimidina de un acido nucleico
natural). Un compuesto de acido nucleico antisentido preferentemente presentara una longitud de aproximadamente
15 a aproximadamente 30 nucleétidos y con frecuencia contendra una o mas modificaciones para mejorar
caracteristicas tales como la estabilidad en el suero, en una célula o en un sitio en que es probable que se administre
el compuesto, tal como el estbmago en el caso de compuestos administrados por via oral, y el pulmén para
compuestos inhalados. En el caso de un constructo de ARNi, la complementariedad de cadena con el transcrito diana
generalmente sera un ARN o modificaciones del mismo. La otra cadena puede ser de ARN, ADN o cualquier otra
variacion. La parte duplex del constructo de ARNi de “horquilla” de doble cadena o de cadena sencilla generalmente
presentara una longitud de 18 a 40 nucleétidos de longitud y opcionalmente de aproximadamente 21 a 23 nucledétidos
de longitud, con la condiciéon de que sirva como un sustrato Dicer. Los acidos nucleicos cataliticos o enzimaticos
pueden ser ribozimas o enzimas de ADN y pueden contener ademas formas modificadas. Los compuestos acidos
nucleicos pueden inhibir la expresién de la diana en aproximadamente 50%, 75%, 90% o mas al ponerlos en contacto
con células bajo condiciones fisiolégicas y a una concentracién en la que el control sin sentido o de sentido presenta
poco o ningun efecto. Las concentraciones preferentes para someter a ensayo el efecto de los compuestos de acidos
nucleicos son de 1, 5y 10 micromolar. Los compuestos de &cidos nucleicos también pueden someterse a ensayo para
efectos sobre, por ejemplos, los niveles de gldbulos rojos.

Un antagonista de activina-ActRlIla puede ser un polipéptido folistatina que antagonice la bioactividad de la activina
y/o se una a la activina. La expresion “polipéptido folistatina” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido
natural de folistatina, asi como cualesquiera variantes del mismo (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que conservan una actividad util, e incluye ademas cualquier monémero o multimero funcional de
folistatina. Pueden identificarse variantes de polipéptidos folistatina que conservan propiedades de unién a la activina
basandose en estudios anteriores que implican interacciones de folistatina y activina. Por ejemplo, el documento n°®
WO 2008/030367 da a conocer dominios de folistatina especificos (‘FSD”) que se demuestran que resultan
importantes para la unién de la activina. Tal como se muestra posteriormente, en las SEC ID n® 19 a n° 21, el dominio
folistatina N-terminal (“FSND”, SEC ID n° 19), FSD2 (SEC ID n° 20) y en menor grado, FSD1 (SEC ID n° 21)
representan dominios ejemplares dentro de la folistatina importantes para la uniéon de la activina. Ademas, se han
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descrito anteriormente métodos para preparar y someter a ensayo bibiliotecas de polipéptidos, en el contexto de
polipéptidos ActRlla y dichos métodos se refieren ademas a la preparaciéon y ensayo de variantes de la folistatina.
Entre los polipéptidos de folistatina se incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier folistatina conocida
con una secuencia por lo menos aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido folistatina, y
opcionalmente con una identidad de por lo menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o superior. Entre los ejemplos de
polipéptidos folistatina se incluyen el polipéptido folistatina maduro o isoformas mas cortas u otras variantes del
polipéptido precursor de folistatina humana (SEC ID n° 17) tal como se indica en, por ejemplo, el documento n® WO
2005/025601.

La isoforma FST344 del polipéptido precursor de la folistatina humana es tal como se indica a continuacion:

MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLROAKNGRCOVLYKTEL

SKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMI FNGGAPNCI PCKETCENVDC
GPGEECEMNEENEPRCVCAPDCSNI TWEKGEVCGLDGETYRNECALLKARC
KEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPA
55EQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRS IGLAYEGKCIKAKSCEDIQC
TGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA
ACSSGVLLEVEHGSCHSISEDTEEEEEDEDQDYSFPISSILEW (SEC ID
n= 17 MP_037541.1 IS0F ORMA FST34d DE FOLISTATIMA)

El péptido de sefial se subraya con subrayado simple; los ultimos 27 residuos en negrita representan aminoacidos
adicionales en comparacién con una isoforma més corta de folistatina, FST317 (NP_006341), posteriormente.

La isoforma de polipéptido precursor de folistatina humana FST317 es tal como se indica a continuacion:

MVEARHOQPGGLCLLLLLLCOFMEDRSAQAGNCWLEQARNGRCOVLYKTEL

SKEECCSTGRLSTSWIEEDVNDNTLFEWMI FNGGAPNCI PCEKETCENVDC
GPGEEKCRMNEENKPRCVCAPDCSNI TWEKGPVCGLDGKTYRNECALLEARC
KEQPELEVOYOGRCEKRTCRDVECPGSSTCVVDOTHNAYCVTCNRICPERPA
SEQYLCGNDGVTY SSACHLREATCLLGRS IGLAYEGECIKAKSCEDIQC
TGEKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA

45

BRCSSGVLLEVEHSGSCN (SEC 1D n®18)

El péptido de seinal se subraya con subrayado simple.

La secuencia de dominio de folistatina N-terminal (FSND) es tal como se indica a continuacion:
GHCWLROQAKNGRCOVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWIEEDVNDNT LEKWM
IFNGEARNCIPCK (SEC 1D n=19; FSNO)

Las secuencias de FSD1 y FSD2 son tal como se indica a continuacion:

ETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCYV (SEC ID n° 20; FSD1)
KTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVT (SEC ID n° 21; FSD2)

Un antagonista de activina-ActRlla puede ser un gen relacionado de tipo folistatina (FLRG) que antagoniza la
bioactividad de la activina y/o se una a la activina. La expresién “polipéptido FLRG” incluye polipéptidos que
comprenden cualquier polipéptido natural de FLRG, asi como cualesquiera variantes del mismo (incluyendo mutantes,
fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas) que conservan una actividad util. Pueden identificarse variantes de
polipéptidos FLRG que conservan propiedades de unién a la activina utilizando métodos rutinarios para someter a
ensayo interacciones de FLRG y activina. Ver, por ejemplo, la patente US n° 6.537.966. Ademas, se han descrito
anteriormente métodos para preparar y someter a ensayo bibliotecas de polipéptidos, en el contexto de polipéptidos
ActRlla y dichos métodos se refieren ademas a la preparacion y ensayo de variantes de FLRG. Entre los polipéptidos
FLRG se incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier FLRG conocida con una secuencia por lo menos
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aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de un polipéptido FLRG y opcionalmente con una identidad de por lo
menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o superior.

El polipéptido precursor de FLRG humana es tal como se indica a continuacion:

VLOTDVTRAECCASGNIDTAWSNLTHFGNE INLLGEFLGLVHCLPCEDSCD
GVECGPGRACRMLGGEPRCECAPDCSGLPARLOVCGEDGATYREDECELRA
ARCRGHFDLIVMYRGRCREKICEHVVCEFRPQSCVVDOTGSAHCVVCRAAPC
VPSSPGOELCGNNNVTY ISSCHMEOQATCF LGRS IGVRHAGSCAGTPEEFF

GGESAEEEENEV (SEC 1D 0= 22, NP_002851)
El péptido de seinal se subraya con subrayado simple.

Entre las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos de folistatina y polipéptidos FLRG se incluyen
proteinas de fusion que presentan por lo menos una parte de los polipéptidos de folistatina o polipéptidos FLRG y uno
0 mas dominios de fusion, tales como, por ejemplo, dominios que facilitan el aislamiento, la deteccion, la estabilizacion
o la multimerizacion del polipéptido. Se han comentado en detalle anteriormente dominios de fusién adecuados en
referencia a los polipéptidos ActRlIla. Un antagonista de activina-ActRlla puede ser una proteina de fusién que
comprende una parte de unién a activina de un polipéptido de folistatina fusionado con un dominio Fc.
Alternativamente, un antagonista de activina-ActRlIla es una proteina de fusién que comprende una parte de union a
activina de un polipéptido FLRg fusionado con un dominio Fc. La folistatina y FLRG se ha demostrado en la literatura
y ha sido demostrado por los solicitantes con respecto a FLRG, que presentan afinidades para la activina A del orden
picomolar, indicando que estos agentes inhibiran la sefializacion de la activina A en un grado similar a ActRlla-Fc.

5. Ensayos de cribado

En la presente memoria se da a conocer la utilizacion de polipéptidos ActRlla y polipéptidos activina para identificar
compuestos (agentes) que sean agonistas o antagonistas de la ruta de sefalizacion de activina-ActRlla. Los
compuestos identificados mediante dicho cribado pueden someterse a ensayo para evaluar su capacidad de modular
los niveles de globulos rojos, hemoglobina y/o reticulocitos in vivo o in vitro. Dichos compuestos pueden someterse a
ensayo en, por ejemplo, modelos animales.

Existen numerosos enfoques de cribado de agentes terapéuticos para incrementar los niveles de glébulos rojos o
hemoglobina mediante la utilizacion como diana de la sefializacion de activina y ActRlla. En determinados casos, el
cribado de alto rendimiento de compuestos puede llevarse a cabo para identificar agentes que interfieren en los efectos
mediados por activina o ActRlIla sobre una linea celular seleccionada. En determinados casos, el ensayo se lleva a
cabo para cribar e identificar compuestos que inhiben especificamente o reducen la unién de un polipéptido ActRlla a
la activina. Alternativamente, el ensayo puede utilizarse para identificar compuestos que potencian la unién de un
polipéptido ActRlla a la activina. En una alternativa adicional, los compuestos pueden identificarse por su capacidad
de interactuar con un polipéptido activina o ActRlla.

Resultara suficiente una diversidad de formatos de ensayo y, a la luz de la presente exposicién, los no indicados
expresamente en la presente memoria sin embargo resultaran comprendidos por el experto ordinario en la materia.
Tal como se indica en la presente memoria, pueden crearse compuestos de ensayo (agentes) mediante cualquier
método quimico combinatorial. Alternativamente, los compuestos de la invencién pueden ser biomoléculas naturales
sintetizadas in vivo o in vitro. Pueden producirse compuestos (agentes) que deben someterse a ensayo para su
capacidad de actuar como moduladores del crecimiento de tejidos, por ejemplo, con bacterias, levaduras, plantas u
otros organismos (p.ej., productos naturales), producirse quimicamente (p.ej., moléculas pequefias, incluyendo
peptidomiméticos) o producirse recombinantemente. Entre los compuestos de ensayo contemplados en la presente
memoria se incluyen moléculas organicas no peptidilo, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, azlicares, hormonas
y moléculas de acidos nucleicos. En un caso especifico, el agente de ensayo es una molécula organica pequefia que
presenta un peso molecular inferior a aproximadamente 2.000 daltons.

Los compuestos de ensayo pueden proporcionarse en forma de entidades discretas individuales, o proporcionarse en
bibliotecas de mayor complejidad, tales como las producidas mediante quimica combinatorial. Dichas bibliotecas
pueden comprender, por ejemplo, alcoholes, haluros de alquilo, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras
clases de compuestos organicos. La presentacion de compuestos de ensayos al sistema de ensayo puede realizarse
en forma aislada o en forma de mezclas de compuestos, especialmente en las etapas iniciales del cribado.
Opcionalmente, los compuestos pueden derivatizarse opcionalmente con otros compuestos y presentar grupos
derivatizantes que faciliten el aislamiento de los compuestos. Entre los ejemplos no limitativos de grupos derivatizantes
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se incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescente verde, isétopos, polihistidina, perlas magnéticas,
glutation-S-transferasa (GST), entrecruzantes fotoactivables o cualesquiera combinaciones de los mismos.

En muchos programas de cribado farmacoldgico que someten a ensayo bibliotecas de compuestos y extractos
naturales, los ensayos de alto rendimiento resultan deseables con el fin de maximizar el numero de compuestos
analizados en un periodo de tiempo dado. Los ensayos que se llevan a cabo en sistemas sin células, tales como
pueden derivarse con proteinas purificadas o semipurificadas, con frecuencia resultan preferentes como cribados
“primarios” en el aspecto de que pueden generarse para permitir el rapido desarrollo y la deteccidn relativamente facil
de una alteraciéon de la diana molecular que estad mediada por un compuesto de ensayo. Ademas, los efectos de
toxicidad celular o biodisponibilidad del compuesto de ensayo pueden ignorarse generalmente en el sistema in vitro,
estando el ensayo por el contrario centrado principalmente en el efecto del farmaco sobre la diana molecular tal como
se manifiesta en una alteracién de la afinidad de union entre un polipéptido ActRlla y la activina.

Meramente a titulo ilustrativo, en un ensayo de cribado ejemplar de la presente exposicién, el compuesto de interés
se pone en contacto con un polipéptido ActRlla aislado y purificado que ordinariamente es capaz de unién a la activina.
A la mezcla de compuesto y polipéptido ActRlla a continuacién se afiade una composicion que contiene un ligando de
ActRlla. La deteccion y la cuantificacion de los complejos de ActRlla/activina proporciona un medio para determinar
la eficacia del compuesto en la inhibicion (o potenciacién) de la formacién de complejo entre el polipéptido ActRlla y
la activina. La eficacia del compuesto puede evaluarse mediante la generacion de curvas de dosis-respuesta a partir
de los datos obtenidos utilizando diversas concentraciones del compuesto de ensayo. Ademas, también puede llevarse
a cabo un ensayo de control para proporcionar una linea base para la comparacién. Por ejemplo, en un ensayo de
control, se afade activina aislada y purificada a una composicion que contiene el polipéptido ActRlla y se cuantifica la
formacion de complejo ActRlla/activina en ausencia del compuesto de ensayo. Se entendera que, en general, el orden
en que los reactivos pueden mezclarse puede ser modificado, y pueden mezclarse simultaneamente. Ademas, en
lugar de proteinas purificadas, pueden utilizarse extractos celulares y lisados para proporcionar un sistema de ensayo
sin células adecuado.

La formacion de complejo entre el polipéptido ActRlla y la activina puede detectarse mediante una diversidad de
técnicas. Por ejemplo, la modulacion de la formacion de complejos puede cuantificarse utilizando, por ejemplo,
proteinas marcadas detectablemente, tal como polipéptido ActRlla o activina marcado radioactivamente (p.ej.,
32p, 355 14C o ®H), marcado fluorescentemente (p.ej., FITC) o marcado enzimaticamente, mediante inmunoensayo o
mediante deteccion cromatografica.

La presente exposicion contempla la utilizaciéon de ensayos de polarizacion de fluorescencia y ensayos de
transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET, por sus siglas en inglés) en la medicién, directa o
indirecta, del grado de interaccion entre un polipéptido ActRlIla y su proteina de unién. Ademas, resultan compatibles
otros modos de deteccion, tales como los basados en guiaondas épticas (publicacién de patente PCT n° WO 96/26432
y patente US n° 5.677.196), resonancia del plasmoén superficial (SPR, por sus siglas en inglés), sensores de carga
superficial y sensores de fuerza superficial.

Ademas, la presente exposicion contempla la utilizacién de un ensayo de trampa de interaccion, también conocido
como “ensayo de dos hibridos”, para identificar agentes que interfieren o potencian la interaccion entre un polipéptido
ActRIl y su proteina de unién. Ver, por ejemplo, la patente US n° 5.283.317; Zervos et al., Cell 72:223-232,
1993; Madura et al. J. Biol. Chem. 268:12046-12054, 1993; Bartel et al. Biotechniques 14:920-924, 1993, y Iwabuchi
et al. Oncogene 8:1693-1696, 1993). En la presente memoria se contempla la utilizacién de sistemas de doble hibrido
inverso para identificar compuestos (p.ej., moléculas o péptidos pequefios) que disocian interacciones en un
polipéptido ActRlla y su proteina de union. Ver, por ejemplo, Vidal y Legrain, Nucleic Acids Res 27:919-29, 1999; Vidal
y Legrain, Trends Biotechnol 17:374-81, 1999, y las patentes U.S. n° 5.525.490, n° 5.955.280 y n° 5.965.368.

Los compuestos de la invencion pueden identificarse a partir de su capacidad para interactuar con un polipéptido
ActRlla o activina dado a conocer en la presente memoria. La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRlla
o activina puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, dicha interaccion puede identificarse al nivel de las
proteinas utilizando métodos bioquimicos in vitro, incluyendo fotoentrecruzamiento, unién de ligandos radiomarcados
y cromatografia de afinidad (Jakoby WB et al., Methods in Enzymology 46: 1, 1974). En determinados casos, los
compuestos pueden cribarse en un ensayo basado en mecanismo, tal como un ensayo para detectar compuestos que
se unen a un polipéptido activina o ActRlla. Lo anterior puede incluir un suceso de unién en fase solida o en fase
fluida. Alternativamente, el gen codificante de un polipéptido activina o ActRlla puede transfectarse con un sistema
informador (p.ej., B-galactosidasa, luciferasa o proteina fluorescente verde) en una célula y cribarse nuevamente frente
a la biblioteca opcionalmente mediante un cribado de alto rendimiento o con miembros individuales de la biblioteca.
Pueden utilizarse otros ensayos de unién basados en mecanismo, por ejemplo, ensayos de uniéon que detectan
cambios de energia libre. Pueden llevarse a cabo ensayos de unién con la diana fija en un pocillo, perla o chip o
capturada por un anticuerpo inmovilizado o resuelta mediante electroforesis capilar. Los compuestos unidos pueden
detectarse habitualmente utilizando colorimétricamente o mediante fluorescencia o resonancia del plasmon superficial.

6. Usos terapéuticos
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Segun la presente invencion, se proporciona un antagonista de activina-ActRlla para la utilizacion en el tratamiento de
anemia asociada a mielofibrosis en un paciente que lo necesita, en el que el antagonista comprende un polipéptido
ActRlla soluble que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n°® 3,
b) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idénticaa SEC IDn° 2,y
c) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 7.

Pueden utilizarse antagonistas de activina-ActRlla (p.ej., polipéptidos ActRlla) de la presente exposicién para
incrementar los niveles de glébulos rojos en mamiferos, tales como roedores y primates, y particularmente en
pacientes humanos. En la presente memoria se dan a conocer métodos de tratamiento o prevencion de anemia en un
individuo que lo necesita, mediante la administracion en el individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
antagonista de activina-ActRlla, tal como un polipéptido ActRlIla. En la presente memoria se dan a conocer métodos
para fomentar la formacion de globulos rojos en un individuo mediante la administracion en el individuo de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista de activina-ActRlla, particularmente un polipéptido ActRlla. Dichos métodos
pueden utilizarse para tratamientos terapéuticos y profilacticos de mamiferos, y particularmente de seres humanos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un terapéutico que “previene” un trastorno o condicién se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la incidencia del trastorno o condicion en la muestra tratada
respecto a una muestra de control no tratada, o retrasa la aparicién o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del
trastorno o condicion respecto a la muestra de control no tratada. El término “tratando” tal como se utiliza en la presente
memoria incluye la profilaxis de la condicion nombrada o la mejora o eliminacién de la condicion una vez se ha
establecido. En cualquier caso, la prevencion o el tratamiento pueden discernirse en el diagndstico proporcionado por
el médico u otro profesional sanitario y en el resultado deseado de la administracion del agente terapéutico.

Tal como se muestra en la presente memoria, pueden utilizarse antagonistas de activina-ActRlla para incrementar los
niveles de gldbulos rojos, hemoglobina o reticulocitos en individuos sanos, y dichos antagonistas pueden utilizarse en
poblaciones seleccionadas de pacientes. Entre los ejemplos de las poblaciones apropiadas de pacientes se incluyen
las que presentan niveles indeseablemente bajos de glébulos rojos o hemoglobina, tales como pacientes con una
anemia, y aquellos en riesgo de desarrollar niveles indeseablemente bajos de gldbulos rojos o hemoglobina, tales
como los pacientes que estan a punto de someterse a cirugia mayor u otros procedimientos que pueden resultar en
una pérdida sustancial de sangre. Un paciente con niveles adecuados de glébulos rojos puede tratarse con un
antagonista de activina-ActRlla para incrementar los niveles de glébulos rojos y después se extrae sangre y se
almacena para su uso posterior en transfusiones.

Tal como se indica en los ejemplos, los antagonistas de activina-ActRlla pueden estimular la produccion de glébulos
rojos mediante la activaciéon de la eritropoyesis esplénica. Este nuevo mecanismo indica que dichos antagonistas es
probable que funcionen sinérgicamente con otros tratamientos de la anemia, tales como los agonistas de la
eritropoyetina (p.ej., Epogen, Procrit, Aranesp, miméticos de epo, agonistas de receptores de epo, etc.).

Los antagonistas de activina-ActRIla dados a conocer en la presente memoria, y particularmente las proteinas ActRlla-
Fc, pueden utilizarse para incrementar los niveles de glébulos rojos en los pacientes con una anemia. Al observar los
niveles de hemoglobina en seres humanos, un nivel inferior al normal para la categoria apropiada de edad y género
puede ser indicativo de anemia, aunque se consideran las variaciones individuales. Por ejemplo, un nivel de
hemoglobina de 12 g/dl se considera generalmente el limite inferior de la normalidad en la poblacién adulta general.
Entre las causas potenciales se incluyen la pérdida de sangre, déficits nutricionales, reaccién a una medicacion,
diversos problemas con la médula ésea y muchas enfermedades. Mas particularmente, la anemia se ha asociado a
una diversidad de trastornos, entre los que se incluyen, por ejemplo, la insuficiencia renal crénica, el sindrome
mielodisplasico (incluyendo el SMD con delecién de 5q), mielofibrosis, artritis reumatoide y trasplante de médula 6sea.
La anemia también puede estar asociada a las condiciones siguientes: tumores sélidos (p.ej., cancer de mama, cancer
de pulmén y cancer de colon), tumores del sistema linfatico (p.ej., leucemia linfocitica crénica, linfomas no de Hodgkin
y de Hodgkin), tumores del sistema hematopoyético (p.ej., leucemia, sindrome mielodisplasico y mieloma mudltiple),
terapia de radiacién, quimioterapia (p.ej., regimenes que contienen platino), enfermedades inflamatorias vy
autoinmunitarias, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, artritis reumatoide, otras artritis inflamatorias, lupus
eritematoso sistémico (LES), enfermedades de la piel agudas o crénicas (p.ej., soriasis), enfermedad intestinal
inflamatoria (p.ej., enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), enfermedad o insuficiencia renal aguda o cronica,
incluyendo condiciones idiopaticas o congénitas, enfermedad hepatica aguda o crénica, sangrado agudo o cronico,
situaciones que no resulta posible la transfusion de glébulos rojos debido a aloanticuerpos o autoanticuerpos del
paciente y/o por motivos religiosos (p.ej., algunos testigos de Jehova), infecciones (p.ej., malaria y osteomielitis),
hemoglobinopatias, incluyendo, por ejemplo, enfermedad de las células falciformes, talasemias, uso o abuso de
drogas, p.ej., abuso del alcohol; pacientes pediatricos con anemia por cualquier causa que impide la transfusioén, y
pacientes de edad avanzada o pacientes con enfermedad cardiopulmonar subyacente con anemia que no pueden
recibir transfusiones debido a posibles problemas de sobrecarga circulatoria.

Los antagonistas de activina-ActRlla (p.g;j., polipéptidos ActRlIla) resultarian apropiados para el tratamiento de anemias
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de médula ésea hipoproliferativa, que tipicamente estan asociadas a pocos cambios en la morfologia de los GR. Entre
las anemias hipoproliferativas se incluyen: 1) anemia de enfermedad croénica, 2) anemia de enfermedad renal, y 3)
anemia asociada a estados hipometabdlicos. En cada uno de dichos tipos, los niveles endégenos de eritropoyetina
son excesivamente bajos para el grado de anemia observado. Entre otras anemias hipoproliferativas se incluyen: 4)
anemia ferropénica de estadio temprano, y 5) anemia causada por dafos a la médula ésea. En dichos tipos, los niveles
endogenos de eritropoyetina son excesivamente elevados para el grado de anemia observado.

El tipo mas comun es la anemia de enfermedad crénica, que comprende inflamacién, infeccidn, lesién de tejidos y
condiciones tales como cancer, y se distingue tanto por niveles bajos de eritropoyetina como por una respuesta
inadecuada a la eritropoyetina en la médula 6sea (Adamson, Harrison's Principles of Internal Medicine, 17a ed.;
McGraw Hill, New York, paginas 628 a 634, 2008). Muchos factores pueden contribuir a la anemia relacionada con el
cancer. Algunos estan asociados al proceso mismo de la enfermedad y a la generacion de citoquinas inflamatorias,
tales como interleuquina-1, interferén-gamma y factor de necrosis tumoral (Bron et al., Semin. Oncol. 28(supl. 8):1-6,
2001). Entre sus efectos, la inflamacién induce el péptido clave de regulacion del hierro, hepcidina, inhibiendo de esta
manera la exportacion de hierro de los macréfagos y limitando generalmente la disponibilidad del hierro para la
eritropoyesis (Ganz, J. Am. Soc. Nephrol. 18:394-400, 2007). La pérdida de sangre por diversas vias también puede
contribuir a la anemia relacionada con el cancer. La prevalencia de la anemia debido al avance del cancer varia con
el tipo de cancer, estando comprendida entre 5% en el cancer de prostata, hasta 90% en el mieloma mudltiple. La
anemia relacionada con el cancer presenta profundas consecuencias para los pacientes, incluyendo fatiga y una
calidad de vida reducida, una eficacia reducida del tratamiento y una mayor mortalidad.

La enfermedad renal cronica esta asociada a anemia hipoproliferativa que varia en gravedad segun el grado de
insuficiencia renal. Dicha anemia se debe principalmente a una produccién inadecuada de eritropoyetina y a una
supervivencia reducida de los gloébulos rojos. La enfermedad renal cronica habitualmente se produce gradualmente
durante un periodo de afios o décadas hasta la enfermedad de estadio terminal (estadio 5), en cuyo punto se requiere
la dialisis o el trasplante renal para la supervivencia del paciente. La anemia con frecuencia se desarrolla
tempranamente en este proceso y se agrava a medida que avanza la enfermedad. Las consecuencias clinicas de la
anemia de la enfermedad renal estan bien documentadas y entre ellas se incluyen el desarrollo de hipertrofia
ventricular izquierda, deterioro de la funcién cognitiva, calidad de vida reducida y funcién inmunitaria alterada (Levin
et al.,, Am. J. Kidney Dis. 27:347-354, 1999; Nissenson, Am. J. Kidney Dis. 20(supl. 1):21-24, 1992; Revicki et al., Am.
J. Kidney Dis. 25:548-554, 1995; Gafter et al., Kidney Int. 45:224-231, 1994). Tal como demuestran los solicitantes en
un modelo de ratén de enfermedad renal crénica (ver el ejemplo, posteriormente), puede utilizarse un polipéptido
ActRIla, u otro antagonista de activina-ActRIla, para tratar la anemia de la enfermedad renal.

Muchas condiciones que resultan en una tasa hipometabdlica pueden producir una anemia hipoproliferativa leve a
moderada. Entre dichas condiciones se encuentran los estados de deficiencia endocrina. Por ejemplo, puede
producirse anemia en la enfermedad de Addison, el hipotiroidismo, el hiperparatiroidismo o en varones castrados o
tratados con estrégeno. La anemia leve a moderada también puede producirse con una ingesta dietética reducida de
proteinas, una condicién particularmente prevalente en la edad avanzada. Finalmente, puede desarrollarse anemia en
pacientes con enfermedad hepatica crénica que aparece por practicamente cualquier causa (Adamson, Harrison's
Principles of Internal Medicine, 17a ed.; McGraw Hill, New York, paginas 628 a 634, 2008).

La anemia ferropénica es el estadio final en una progresion gradual de deficiencia creciente de hierro que incluye un
equilibrio negativo de hierro y eritropoyesis deficiente en hierro como estadios intermedios. La deficiencia de hierro
puede resultar de una demanda incrementada de hierro, una ingesta reducida de hierro o una pérdida incrementada
de hierro, tal como ejemplifican condiciones tales como el embarazo, una dieta inadecuada, la mala absorcién
intestinal, la inflamacion aguda o crénica y la pérdida aguda o crénica de sangre. Con la anemia leve a moderada de
este tipo, la médula 6sea se mantiene hipoproliferativa y la morfologia de los GR es en gran medida normal; sin
embargo, incluso la anemia leve puede resultar en algunos GR hipocrémicos microciticos, y la transicion a anemia
ferropénica severa se ve acompafiada de hiperproliferacién de la médula 6sea y una prevalencia creciente de GR
microciticos e hipocromicos (Adamson, Harrison's Principles of Internal Medicine, 17a ed.; McGraw Hill, New York,
paginas 628 a 634, 2008). Una terapia apropiada para la anemia ferropénica depende de su causa y severidad, siendo
las opciones convencionales principales las preparaciones orales de hierro, las formulaciones parenterales de hierro
y la transfusion de GR. Un polipéptido ActRlla u otro antagonista de activina-ActRlla podria utilizarse para tratar las
anemias ferropénicas solo (ver el ejemplo, posteriormente, en un ensayo clinico de pacientes) o en combinacién con
enfoques terapéuticos convencionales, particularmente para tratar anemias de origen multifactorial.

Las anemias hipoproliferativas pueden resultar de una disfuncién o insuficiencia primaria de la médula ésea, o por el
contrario la disfuncién es secundaria a inflamacion, infeccién o avance del cancer. Son ejemplos prominentes, la
mielosupresién causada por farmacos quimioterapéuticos del cancer o la terapia de radiacion del cancer. Una revision
amplia de ensayos clinicos ha encontrado que la anemia leve puede producirse en 100% de los pacientes después
de la quimioterapia, mientras que puede producirse una anemia mas severa en hasta 80% de tales pacientes
(Groopman et al., J. Natl. Cancer Inst. 91:1616-1634, 1999). Entre los farmacos mielosupresores se incluyen: 1)
agentes alquilantes, tales como mostazas nitrogenadas (p.ej., melfalan) y nitrosoureas (p.ej., estreptozocina), 2)
antimetabolitos, tales como antagonistas del acido félico (p.ej., metotrexato), analogos de purina (p.ej., tioguanina) y
analogos de pirimidina (p.ej., gemcitabina), 3) antibiéticos citotoxicos, tales como antraciclinas (p.ej., doxorrubicina),
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4) inhibidores de quinasa (p.gj., gefitinib), 5) inhibidores mitéticos, tales como taxanos (p.ej., paclitaxel) y alcaloides
vinca (p.ej., vinorelbina), 6) anticuerpos monoclonales (p.ej., rituximab) y 7) inhibidores de topoisomerasa (p.gj.,
topotecan y etopdsido). Tal como se ha demostrado en un modelo de ratén de anemia inducida por quimioterapia (ver
el ejemplo, posteriormente), un polipéptido ActRlla, u otro antagonista de activina-ActRlla, puede utilizarse para tratar
la anemia causada por agentes quimioterapéuticos y/o terapia de radiacion.

Los antagonistas de activina-ActRlIla (p.ej., los polipéptidos ActRlIla) también resultarian apropiados para tratar las
anemias de maduracion desordenada de los GR, que se caracterizan en parte por GR de tamafio reducido
(microciticos), de tamarfio excesivo (macrociticos), deformes o de color anormal (hipocrémicos).

Los pacientes pueden tratarse con un régimen de dosificacion destinado a restaurar en el paciente un nivel diana de
hemoglobina, habitualmente de entre aproximadamente 10 g/dl y aproximadamente 12,5 g/dl, y tipicamente de entre
aproximadamente 11,0 g/dl (ver también Jacobs et al., Nephrol. Dial. Transplant 15, 15-19, 2000), aunque niveles
diana mas bajos pueden causar menos efectos cardiovasculares u otros efectos secundarios. Alternativamente,
pueden utilizarse los niveles de hematocrito (porcentaje del volumen de una muestra de sangre ocupado por las
células) como medida de la condicién de los glébulos rojos. Los niveles de hematocrito para individuos sanos estan
comprendidos entre 41% y 51% para varones adultos y entre 35% y 45% para mujeres adultas. Los niveles diana de
hematocrito habitualmente son de aproximadamente 30% a 33%. Ademas, los niveles de hemoglobina/hematocrito
varian de persona a persona. De esta manera, optimamente, el nivel diana de hemoglobina/hematocrito puede
adaptarse a cada paciente.

El rapido efecto sobre los niveles de gldbulos rojos de los antagonistas de activina-ActRlla dados a conocer en la
presente memoria indica que estos efectos actuan mediante un mecanismo diferente a la Epo. De acuerdo con lo
anterior, dichos antagonistas pueden resultar utiles para incrementar los niveles de gldbulos rojos y hemoglobina en
pacientes que no responden bien a la Epo. Por ejemplo, un antagonista de activina-ActRlla puede resultar beneficioso
para un paciente en el que la administracion de una dosis normal a incrementada (>300 lu/kg/semana) de Epo no
resulta en el incremento del nivel de hemoglobina hasta el nivel diana. Se observan pacientes con una respuesta
inadecuada a Epo en todos los tipos de anemia, aunque se ha observado un mayor nimero de no respondedores con
particular frecuencia en pacientes de cancer y en pacientes con enfermedad renal de estadio terminal. Una respuesta
inadecuada a Epo puede ser constitutiva (es decir, se observa con el primer tratamiento de Epo) o adquirida (p.ej., se
observa tras el tratamiento repetido con Epo).

Los antagonistas de activina-ActRlla también pueden utilizarse para tratar pacientes que son susceptibles a los efectos
adversos de la Epo. Los efectos adversos principales de la Epo son un incremento excesivo de los niveles de
hematocrito o de hemoglobina y la policitemia. Los niveles elevados de hematocrito pueden conducir a hipertension
(mas particularmente a un agravamiento de la hipertension) y a trombosis vascular. Se ha informa de otros efectos
adversos de la Epo, algunos de los cuales estan relacionados con la hipertension: cefaleas, sindrome de tipo influenza,
obstrucciéon de derivaciones, infartos de miocardio y convulsiones cerebrales debidas a trobosis, encefalopatia
hipertensa y aplasia de globulos rojos (Singibarti, J. Clin Investig, 72(supl. 6), S36-S43, 1994; Horl et al. Nephrol. Dial.
Transplant 15(supl. 4), 51-56, 2000; Delanty et al. Neurology 49, 686-689, 1997; Bunn, N. Engl. J. Med. 346(7), 522-
523, 2002).

Tal como se indica en la solicitud de patente US n° de serie 11/603.485 y en las solicitudes publicadas de patente n°
WO 2008/100384 y n°® WO 2007/062188, los antagonistas de activina-ActRlla pueden utilizarse para fomentar el
crecimiento 6seo e incrementar la densidad ésea. De esta manera, los antagonistas de activina-ActRlla pueden
resultar particularmente Utiles para pacientes con un trastorno que estéa asociado a pérdida 6sea y anemia. Entre los
ejemplos se incluyen enfermedades renales (especialmente la enfermedad renal crénica y la enfermedad renal de
estadio terminal), osteoporosis, cancer y tratamientos para el cancer (especialmente las terapias mielosupresoras
indicadas anteriormente y los antiestrégenos comentados en los documentos n°® WO 2008/100384 y n° WO
2007/062188, y trastornos inflamatorios, tales como la enfermedad intestinal inflamatoria y la artritis reumatoide.

7. Composiciones farmacéuticas

Los antagonistas de activina-ActRlla (p.ej., los polipéptidos ActRlla) de la presente exposicién pueden formularse con
un portador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, un polipéptido ActRlla puede administrarse solo o como un
componente de una formulaciéon farmacéutica (composicion terapéutica). Los compuestos de la invencion pueden
formularse para la administracion de cualquier manera conveniente para la utilizacion en medicina humana o
veterinaria.

El método terapéutico puede incluir la administracién de la composicién sistémicamente, o localmente como un
implante o dispositivo. Al administrarla, la composicién terapéutica para la utilizacion en la presente invencion,
evidentemente se encuentra en una forma fisioldgicamente aceptable libre de pirdgenos. Los agentes
terapéuticamente utiles aparte de los antagonistas de activina-ActRlla que también pueden incluirse opcionalmente
en la composicion tal como se ha indicado anteriormente, pueden administrarse simultanea o secuencialmente con
los compuestos de la invencion (p.ej., los polipéptidos ActRlla) en la invencion.
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Tipicamente, los antagonistas de activina-ActRlla se administran por via parenteral. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas para la administracion parenteral pueden comprender uno o mas polipéptidos ActRIla en combinacion con
una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas o0 no acuosas isotonicas estériles o polvos
estériles farmacéuticamente aceptables, los cuales pueden reconstituirse en soluciones o dispersiones inyectables
estériles inmediatamente antes de la utilizacién, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos, solutos
que convierten la formulacion en isotonica con la sangre del receptor deseado, o agentes de suspensién o espesantes.
Entre los ejemplos de portadores acuosos o no acuosos adecuados que pueden utilizarse en las composiciones
farmacéuticas de la invencion se 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, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante la utilizacion de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el
caso de dispersiones, y mediante la utilizacion de tensioactivos.

Ademas, la composicién puede encapsularse o inyectarse en una forma para la administracién en un sitio de tejido
diana (p.ej., la médula ésea). Entre las composiciones para la utilizacién de la presente invencion pueden incluirse un
matraz capaz de administrar uno o0 mas compuestos terapéuticos (p.e;j., polipéptidos ActRIla) en un sitio de tejido diana
(p.€j., médula 6sea), que proporciona una estructura para el tejido en desarrollo y es capaz 6ptimamente de ser
resabsorbido en el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacion lenta de los polipéptidos ActRlla.
Dichas matrices pueden formarse de materiales actualmente utilizados para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion de material de matriz se basa en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas,
apariencia cosmética y propiedades de la interfaz. La aplicacion particular de las composiciones de la invencion
definira la formulaciéon apropiada. Las matrices potenciales para las composiciones pueden ser biodegradables y
quimicamente definidas: sulfato de calcio, tricalcio-fosfato, hidroxiapatito, acido polilactico y polianhidridos. Otros
materiales potenciales son biodegradables y estan biolégicamente bien definidos, tales como el hueso o el colageno
dérmico. Matrices adicionales estan comprendidas de proteians puras o componentes de la matriz extracelular. Otras
matrices potenciales son no biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatito sinterizado, biovidrio,
aluminatos u otras ceramicas. Las matrices pueden estar comprendidas de combinaciones de cualquiera de los tipos
anteriormente indicados de material, tal como é&cido polilactico e hidroxiapatito, o colageno y tricalcio-fosfato. Las
bioceramicas pueden alterarse en su composicion, tal como en aluminato de calcio-fosfato y procesamiento para
alterar el tamafio de poro, el tamafio de particula, la forma de la particula y la biodegradabilidad.

Las composiciones para la utilizacién de la invenciéon pueden administrarse para la via oral, p.ej., en forma de capsulas,
sellos, pildoras, tabletas, pastillas (utilizando una base saborizada, habitualmente sacarosa y acacia o tragacanto),
polvos, granulos, o en forma de una solucién o una suspensién en un liquido acuoso o no acuoso, o en forma de una
emulsién de aceite-en-agua o de agua-en-aceite, o en forma de un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando una base
inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia) y/o como colutorios y similares, conteniendo cada uno una
cantidad predeterminada de un agente como ingrediente activo. También puede administrarse un agente en forma de
un bolo, electuario o pasta.

En las formas de administracion sélidas para la administracion oral (capsulas, tabletas, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), puede mezclarse uno o mas compuestos terapéuticos para la utilizacién de la presente invencion
con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, tal como citrato sédico o fosfato dicalcico, y/o cualquiera
de los siguientes: (1) agentes de carga o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o
acido silicico, (2) ligantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona,
sacarosa y/o acacia, (3) humectantes, tales como glicerol, (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato
de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato sédico, (5) agentes de retardo
de solucién, tales como parafina, (6) acelerantes de absorcion, tales como los 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 un talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles soélidos, laurilsulfato sddico y mezclas de los mismos, y (10) agentes colorantes. En el caso de las
capsulas, tabletas y pildoras, las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas agentes tamponadores.
También pueden utilizarse composiciones sélidas de un tipo similar como agentes de carga en capsulas de gelatina
blanda y dura utilizando excipientes tales como lactosa o azucares de la leche, asi como polietilenglicoles de peso
molecular elevado y similares.

Entre las formas de administracién liquidas para la administracion oral se incluyen emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas
de dosis liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados comunmente en la técnica, tales como agua u otros
solventes, agentes solubilizadores y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular aceites
de semilla de algoddn, de cacahuete, de maiz, de germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol
terahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitan, y mezclas de los mismos. Aparte de los
diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir ademas adyuvantes, tales como agentes humectantes,
agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.
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Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension, tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilén sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las composiciones para la utilizacion de la invencion pueden contener ademas adyuvantes, tales como conservantes,
agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accién de los
microorganismos puede garantizarse mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por
ejemplo, parabén, clorobutanol, acido fenol-sérbico y similares. También puede resultar deseable incluir agentes
isotonicos, tales como azucares, cloruro sddico y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada
de la forma farmacéutica inyectable puede producirse mediante la inclusidon de agentes que retrasan la absorcion, por
ejemplo, el monoestearato de aluminio y la gelatina.

Se entiende que el régimen de administracién sera determinado por el médico responsable tras considerar diversos
factores que modifican la accion de los compuestos de la invencion (p.ej., los polipéptidos ActRlIla). Entre los diversos
factores se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el recuento de glébulos rojos del paciente, el nivel de hemoglobina
u otras evaluaciones diagndsticas, el recuento diana deseado de globulos rojos, la edad, sexo y dieta del paciente, la
gravedad de cualquier enfermedad que puede estar contribuyendo a un nivel deprimido de glébulos rojos, el tiempo
de administracion y otros factores clinicos. La adicién de otros factores de crecimiento conocidos a la composicion
final también puede afectar a la dosis. Puede monitorizarse el avance mediante la evaluacion periédica de los niveles
de glébulos rojos y hemoglobina, asi como evaluaciones de los niveles de reticulocitos y otros indicadores del proceso
hematopoyeético.

Los experimentos con primates y seres humanos han demostrado que los efectos de ActRlIla-Fc sobre los niveles de
glébulos rojos son detectables al administrar el compuesto a intervalos y en cantidades suficientes para alcanzar
concentraciones séricas de aproximadamente 100 ng/ml o superiores, durante un periodo aproximado de por lo menos
20 a 30 dias. También pueden utilizarse dosis para obtener niveles séricos de 200 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml o
superiores durante un periodo de por lo menos 20 a 30 dias. Pueden observarse efectos 6seos a niveles séricos de
aproximadamente 200 ng/ml, con efectos sustanciales a partir de aproximadamente 1000 ng/ml o superiores, durante
un periodo aproximado de por lo menos 20 a 30 dias. De esta manera, en caso de que resulte deseable conseguir
efectos sobre los glébulos rojos, presentando simultaneamente poco efecto sobre los huesos, puede disefiarse un
régimen de dosis para administrar una concentracion sérica de entre aproximadamente 100 y 1000 ng/ml durante un
periodo aproximado de 20 a 30 dias. En el ser humanos, puede conseguirse niveles séricos de 200 ng/ml con una
sola dosis de 0,1 mg/kg o superior, y pueden conseguirse niveles séricos de 1000 ng/ml con una Unica dosis de 0,3
mg/kg o superior. La semivida sérica observada de la molécula es de entre aproximadamente 20 y 30 dias,
sustancialmente mas larga que para la mayoria de proteinas de fusién de Fc, y de esta manera, puede conseguirse
un nivel sérico eficaz sostenido mediante, por ejemplo, la administracién de 0,05 a 0,5 mg/kg semanales o quincenales,
o pueden utilizarse dosis mas elevadas con mayores intervalos entre dosis. Por ejemplo, podrian utilizarse dosis de
0,1 a 1 mg/kg mensuales o bimensuales.

En la presente memoria se da a conocer terapia génica para la produccion in vivo de polipéptidos ActRlla. Dicha
terapia podria conseguir su efecto terapéutico mediante la introduccién de las secuencias del polinucleétido ActRlla
en las células o tejidos que presentan los trastornos indicados anteriormente. La administracion de secuencias del
polinucledtido ActRlla puede llevarse a cabo utilizando un vector de expresion recombinante, tal como un virus
quimérico o un sistema de dispersion coloidal. Preferentemente para la administracion terapéutica de secuencias de
polinucleétido ActRlla es la utilizacién de liposomas dirigidos.

Entre los diversos vectores viricos que pueden utilizarse para la terapia génica tal como se ensefia en la presente
memoria se incluyen adenovirus, virus herpes, Vaccinia o un virus ARN, tal como un retrovirus. El vector retrovirico
puede ser un derivado de un retrovirus murino o aviar. Entre los ejemplos de vectores retroviricos en los que puede
insertarse un Unico gen foraneo se incluyen, aunque sin limitarse a ellos: el virus de la leucemia murina de Moloney
(VLMuMo), el virus del sarcoma murino de Harvey (VSMuHa), el virus del tumor mamario murino (VTMMu) y el virus
del sarcoma de Rous (VSR). Varios vectores retroviricos adicionales pueden incorporar multiples genes. La totalidad
de dichos vectores puede transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de manera que pueden
identificarse y generarse células transducidas. Pueden convertirse los vectores retroviricos en especificos de diana
mediante la union de, por ejemplo, un azucar, un glucolipido o una proteina. El direccionamiento preferente se lleva a
cabo mediante la utilizacion de un anticuerpo. El experto en la materia reconcoera que pueden insertarse secuencias
polinucledtidas especificas en el genoma retrovirico o unirse a una cubierta virica para permitir la administracion
especifica de diana del vector retrovirico que contiene el polinucleétido de ActRlla.

Alternativamente, pueden transferirse directamente células de cultivo tisular con plasmidos que codifican los genes
estructurales retroviricos gag, pol y env, mediante transfeccidon convencional con fosfato de calcio. A continuacién,
dichas células se transfectan con el plasmido vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes liberan
el vector retrovirico en el medio de cultivo.

Otro sistema de administracion dirigida para los polinucleétidos de ActRlla es un sistema de dispersién coloidal. Entre
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los sistemas de dispersion coloidal se incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y
sistemas a base de lipidos, incluyendo emulsiones de aceite-en-agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema
coloidal preferente de la presente exposicion es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membranas artificiales
que resultan utiles como vehiculos de administracién in vitro e in vivo. Los viriones de ARN, ADN Yy viriones intactos
pueden encapsularse dentro del interior acuoso y administrarse en las células en una forma biolégicamente activa
(ver, p.ej., Fraley et al., Trends Biochem. Sci. 6:77, 1981). Los métodos para la transferencia génica eficiente mediante
la utilizaciéon de un vehiculo liposoma son conocidos de la técnica; ver, p.ej., Mannino et al., Biotechniques 6:682,
1988. La composicion del liposoma es habitualmente una combinacién de fosfolipidos, habitualmente en combinacién
con esteroides, especialmente colesterol. También pueden utilizarse otros fosfolipidos u otros lipidos. Las
caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, fuerza i6nica y presencia de cationes divalentes.

Entre los ejemplos de lipidos utiles en la produccion de liposomas se incluyen compuestos fosfatidilo tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y gangliésidos.
Entre los fosfolipidos ilustrativos se incluyen la fosfatidilcolina de huevo, la dipalmitoilfosfatidilcolina y la
diestearoilfosfatidilcolina. El direccionamiento de los liposomas también resulta posible basandose en, por ejemplo, la
especificidad de 6rgano, la especificidad celular y la especificidad de organico y es conocida de la técnica.

Ejemplos
La invencion que ahora se describe de manera general se entendera mas facilmente en referencia a los ejemplos
siguientes, que se incluyen meramente con fines ilustrativos de determinadas realizaciones de la presente invencion

y no pretenden ser limitativos de la misma.

Ejemplo 1: proteinas de fusiéon ActRlla-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusion de ActRIla soluble que presenta el dominio extracelular de ActRlla
humano fusionado con un dominio Fc humano o de ratén con un conector minimo interpuesto. Los constructos se
denominan ActRlla-Fc_h y ActRlIla-Fc_m, respectivamente.

Se muestra ActRlIla-Fc_h a continuacién en forma purificada a partir de lineas de células CHO (SEC ID n° 7):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCY GDKDKRRHCFATWEKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPK
PPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSYVFLFPPEPKDTLMISRTPEVTCYYVVDYSHEDPEVEF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALP
VPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTENOQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGOP
ENNYKTTPPYVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOOGNYFSCSYMHEALHNHY TOKSLSL
SPGK

Las proteinas ActRlla-Fc_h y ActRlla-Fc_m se expresaron en lineas de células CHO. Se consideraron tres secuencias
lider diferentes:

(i) melitina de abeja melifera (MLAM): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEC ID n° 8)
(ii) activador de plasmindgeno tisular (APT): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEC ID n° 9)
(iii) nativa: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEC ID n° 10).

La forma seleccionada utiliza el lider de APT y presenta la secuencia de aminoacidos no procesada siguiente:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCY
GDKDKREHCFATWENISGSIEIVKQGCWLDDINCY DRTDCVEKKDSPEVYFCCCEG

NMCNEKFSYFPEMEVTOQPTSNPYVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPE

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTYVLHQDWLNGKEY KCKVSNKALPYPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTEN
OVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNY KTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSREW(Q
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK. (SEC |10 0™ 13)

Dicho polipéptido se encuentra codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente:
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ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCT
TCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTT
TTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTT
ATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGG
TTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGACA
GGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGA
GGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCACACAG
CCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAG
CACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGOGUCAGCCCCOGAGAACCACAGOGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATCGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTOGOGAGAGCAATOGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGUTCCTTCTTCCTCT
ATAGCAAGCTCACCOGTGOGACAAGAGCAGGTGUOCAGCAGOGGOAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEC 1D n® 14)

Tanto ActRlla-Fc_h como ActRlla-Fc_m eran notablemente faciles de someter a expresion recombinante. Tal como
se muestra en la figura 1, se purificé la proteina en forma de un sélo pico bien definido de proteina. La secuenciacion
N-terminal reveld una unica secuencia: -ILGRSTQE (SEC ID n°® 11). La purificacion pudo conseguirse mediante una
serie de etapas de cromatografia de columna, incluyendo, por ejemplo, tres o0 mas de los siguientes, en cualquier
orden: cromatografia en proteina A, cromatografia en sefarosa-Q, cromatografia en fenilsefarosa, croamtografia de
exclusién por tamarfio y cromatografia de intercambio catidnico. La purificacién puede completarse con filtracion virica
e intercambio de tampones. La proteina ActRlla-Fc_h se purificd hasta una pureza >98% segun se determiné mediante
cromatografia de exclusién por tamafio y >95% segun se determiné mediante SDS PAGE.

ActRlla-Fc_h y ActRlIla-Fc_m mostraron una elevada afinidad para los ligandos, particularmente para activina A. GDF-
11 o activina A (“ActA”) se inmovilizaron sobre un chip CM5 de Biacore utilizando un procedimiento estandar de
acoplamiento de aminas. Se cargaron las proteinas ActRIla-Fc_h y ActRIla-Fc_m en el sistema y se midié la unién.
ActRlla-Fc se unia a la activina con una constante de disociacion (Kp) de 5x10-'2 y la proteina se unia a GDF11 con
una Kp de 9,96x107°. Ver la figura 2. ActRlla-Fc_m se comportaba de manera similar.

La proteina ActRlla-Fc_h era muy estable en los estudios farmacocinéticos. Las ratas recibieron dosis de 1 mg/kg, 3
mg/kg o 10 mg/kg de proteina ActRlla-Fc_h y se midieron niveles plasmaticos de la proteina a las 24, 48, 72, 144 y
168 horas. En un estudio separado, las ratas recibieron dosis de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. En ratas, ActRlla-
Fc_h presenté una semivida sérica de 11-14 dias y niveles circulantes del farmaco eran bastante elevados tras dos
semanas (11 ug/ml, 110 yg/ml o 304 ug/ml para las administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg,
respectivamente). En monos Cynomolgus, la semivida plasmatica fue sustancialmente mayor que 14 dias y los niveles
circulantes del farmaco eran de 24 pug/ml, 304 ug/ml o 1440 ug/ml para administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10 mg/kg
o 30 mg/kg, respectivamente. Los resultados preliminares en seres humanos sugieren que la semivida sérica es de
entre aproximadamente 20 y 30 dias.

Ejemplo 2: caracterizacién de una proteina ActRlIla-Fc h

La proteina de fusién ActRlla-Fc_h se expresé en células CHO-DUKX B11 transfectadas establemente de un vector
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pAID4 (SV40 ori/intensificador, promotor del CMV), utilizando una secuencia lider de plasmindgeno tisular de SEC ID
n° 9. La proteina, purificada tal como se ha indicado anteriormente, en el Ejemplo 1, presentaba la secuencia SEC ID
n° 7. La parte Fc es una secuencia Fc de IgG1, tal como se muestra en SEC ID n° 7. El anadlisis del acido sialico
demostré que la proteina contenia, de promedio, entre aproximadamente 1,5y 2,5 moles de acido sidlico por cada
molécula de proteina de fusién ActRlla-Fc_h.

Dicha proteina purificada mostraba una semivida en suero notablemente prolongada en todos los animales sometidos
a ensayo, incluyendo una semivida de 25 a 32 dias en pacientes humanos (ver el Ejemplo 6, posteriormente).
Adicionalmente, el material expresado en células CHO presentaba una afinidad mas elevada para el ligando activina
B que el informado para una proteina de fusidon de ActRlla-Fc_h expresada en células 293 humanas (del Re et al., J.
Biol. Chem. 279(51):53126-35, 17 de dic., 2004). Adicionalmente, la utilizacién de la secuencia lider tPa proporcioné
una mayor produccidon que otras secuencias lider y, al contrario que ActRlla-Fc expresado con un lider nativo,
proporcioné una secuencia N-terminal altamente pura. La utilizacion de la secuencia lider nativa resulté en dos
especies principales de ActRlla-Fc, cada uno con una secuencia N-terminal diferente.

Ejemplo 3. ActRlIla-Fc_h incrementa los niveles de glébulos rojos en primates no humanos

El estudio utilizé cuatro grupos de cinco monos Cynomolgus macho y cinco hembras cada uno, con tres monos por
sexo y por grupo programados para la terminacion el dia 29 y dos por sexo y por grupo programados para terminacion
el dia 57. Se administré en cada animal el vehiculo (grupo ) o ActRlla-Fc a dosis de 1, 10 o 30 mg/kg (grupos 2, 3y
4, respectivamente) mediante inyeccion intravenosa (1V) los dias 1, 8, 15y 22. Se mantuvo el volumen de la dosis en
3 ml/kg. Se evaluaron diversas medidas de nivel de gldbulos rojos dos dias antes de la primera administracién y los
dias 15, 29 y 57 (para los dos animales restantes) después de la primera administracion.

La proteina ActRlla-Fc_h causdé incrementos estadisticamente significativos de los parametros medios de los glébulos
rojos (recuento de glébulos rojos [GR], hemoglobina [HGB] y hematocrito [HCT]) en machos y hembras, a todos los
niveles de dosis y puntos temporales durante todo el estudio, acompafnado de elevaciones de los recuentos absolutos
y relativos de reticulocitos (ARTC; RTC). Ver las figuras 3 a 6.

Se calculd la significancia estadistica para cada grupo de tratamiento respecto a la media para el grupo de tratamiento
en la linea base.

Cabe destacar que los incrementos en los recuentos de glébulos rojos y de los niveles de hemoglobina eran
aproximadamente equivalentes en magnitud a los efectos informados con la eritropoyetina. La aparicién de dichos
efectos fue mas rapida con ActRlla-Fc que con eritropoyetina.

Se observaron resultados similares con ratas y ratones.

Ejemplo 4. ActRlla-Fc h incrementa los niveles de glébulos rojos y marcadores de formacion 6sea en pacientes
humanos

La proteina de fusion ActRlla-Fc_h indicada en el Ejemplo 1 se administré6 en pacientes humanos en un estudio
aleatorizado de doble ciego controlado con placebo que se llevd a cabo para evaluar, principalmente, la seguridad de
la proteina en mujeres postmenopausicas sanas. Se asignaron aleatoriamente cuarenta y ocho sujetos a cohortes de
6 para recibir una unica dosis de ActRlla-Fc_h o placebo (5 activos: 1 placebo). Los niveles de dosis estaban
comprendidos entre 0,01 y 3,0 mg/kg por via intravenosa (IV) y entre 0,03 y 0,1 mg/kg por via subcutanea (SC). Se
monitorizaron los sujetos durante 120 dias. Ademas de los analisis farmacocinéticos (PK), también se evalud la
actividad biolégica de ActRlla-Fc_h mediante la medicién de marcadores bioquimicos de formacioén y resorcion dseas,
y los niveles de HFE.

Para estudiar los cambios potenciales, se examinaron los datos de hemoglobina y GR en detalle para todos los sujetos
durante le curso del estudio y se compararon con los niveles de la linea base. Se compararon los recuentos de
plaquetas durante el mismo periodo que el control. No se observaron cambios clinicamente significativos respecto a
los valores de la linea base durante el tiempo para los recuentos de plaquetas.

El analisis FC de ActRlla-Fc_h mostré un perfil lineal con la dosis y una semivida media de aproximadamente 25 a 32
dias. La superficie bajo la curva (SBC) para ActRlla-Fc_h estaba linealmente relacionada con la dosis y la absorcion
tras la administracién SC fue esencialmente completa (ver las figuras 7 y 8). Estos datos indican que SC es un enfoque
deseable para la administracion debido a que proporciona una biodisponibilidad y semivida sérica equivalentes para
el farmaco, evitando simultdneamente el pico de concentraciones séricas de farmaco asociado a los primeros pocos
dias de administracion IV (ver la figura 8). ActRlla-Fc_h causé un incremento dependiente de la dosis sostenido y
rapido de los niveles séricos de fosfatasa alcalina especifica 6sea (FAO), que es un marcador para el crecimiento 6seo
anabdlico, y una reduccion dependiente de la dosis del telopéptido de colageno de tipo 1 C-terminal y de los niveles
de la fosfatasa acida 5b resistente al tartrato, los cuales son marcadores de resorciéon 6sea. Otros marcadores, tales
como P1NP, mostraron resultados no concluyentes. Los niveles de FAO mostraron efectos practicamente saturantes
a la dosis mas alta de farmaco, indicando que podian alcanzarse efectos semimaximos sobre este biomarcador dseo
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anabdlico a una dosis de 0,3 mg/kg, con incrementos hasta 3 mg/kg. Calculado como una relacion entre el efecto
farmacodinamico y la SBC para el farmaco; la ECso era de 51,465 (dia-ng/ml). Ver la figura 9. Dichos cambios del
biomarcador éseo fueron sostenidos durante aproximadamente 120 dias a los niveles de dosis mas altos sometidos a
ensayo. También se produjo una reduccion dependiente de la dosis de los niveles séricos de HFE consistente con la
inhibicion de la activina.

Globalmente, se produjo una reducciéon muy pequefia no relacionada con el farmaco en la hemoglobina durante la
primera semana del estudio, probablemente relacionada con la flebotomia de estudio en los grupos de 0,01 y 0,03
mg/kg, sea administracion IV o SC. Los resultados de hemoglobina con 0,1 mg/kg SC e IV fueron estables o mostraron
incrementos modestos los dias 8 a 15. Al nivel de dosis IV de 0,3 mg/kg se produjo un claro incremento de los niveles
de HGB observado incluso tan pronto como el dia 2 y con frecuencia alcanzando un pico los dias 15 a 29 que no se
observo en los sujetos en los que se habia administrado placebo. A la dosis IV de 1,0 mg/kg y a la dosis IV de 3,0
mg/kg, se observaron incrementos medios superiores a 1 g7dl en respuesta a la dosis Unica, con incrementos
correspondientes en los recuentos de GR y el hematocrito. Dichos parametros hematolégicos alcanzaron un pico
aproximadamente a los 60 dias después de la dosis y una reduccién sustancial alcanzado el dia 120. Lo anterior indica
que la administracion de la dosis para el proposito de incrementar los niveles de glébulos rojos podria resultar mas
eficaz si se realiza a intervalos menores de 120 dias (es decir, antes del retorno a la linea base); los intervalos de
administracion de 90 dias 0 menos, o de 60 dias 0 menos, podrian resultar deseables. Para un resumen de los cambios
hematoldgicos, ver las figuras 10 a 13.

Globalmente, ActRlIla-Fc_h mostré un efecto dependiente de la dosis sobre los recuentos de gldbulos rojos y recuentos
de reticulocitos, y un efecto dependiente de la dosis sobre los marcadores de formacion de hueso.

Ejemplo 5. Tratamiento de un paciente anémico con ActRlIla-Fc _h

Se dised un estudio clinico para tratar pacientes con dosis multiples de ActRlla-Fc_h, a niveles de dosis de 0,1 mg/kg,
0,3 mg/kg y 1,0 mg/kg, con dosis cada treinta dias. Los pacientes sanos normales en el ensayo mostraron un
incremento de hemoglobina y hematocrito que era consistente con los incrementos observados en el ensayo clinico
de fase | informado en el Ejemplo 4, excepto en que, en algunos casos, la hemoglobina y el hematocrito se encontraban
elevados mas alla del rango normal. Un paciente anémico con hemoglobina de aproximadamente 7,5 también recibio
dos dosis al nivel de 1 mg/kg, resultando en un nivel de hemoglobina de aproximadamente 10,5 después de dos
meses. La anemia del paciente era una anemia microcitica, que se cree que esta causada por una deficiencia cronica
de hierro.

Ejemplo 6. ActRIla-Fc_m incrementa los niveles de glébulos rojos en ratones mediante estimulacion de la liberacion
de glébulos rojos esplénicos

En el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion in vivo de ActRlla-Fc_m sobre la frecuencia de
los progenitores hematopoyéticos en médula dsea y bazo. En un grupo de ratones se inyecté PBS a modo de control
y en un segundo grupo de ratones se administraron dos dosis de ActRIla-Fc_m a una dosis de 10 mg/kg y ambos
grupos se sacrificaron después de 8 dias. Se utilizé sangre periférica para llevar a cabo recuentos sanguineos
completos, y se utilizaron fémures y bazos para llevar a cabo ensayos clonogénicos in vitro para evaluar el contenido
de células progenitoras linfoides, eritroides y mieloides en cada érgano. En la sangre periférica se observé un
incremento significativo de gldbulos rojos y contenido de hemoglobina en los ratones tratados con compuesto. En los
fémures, no se observaron diferentes en el nimero de células nucleadas o en el contenido de progenitores entre los
grupos de control y tratados. En los bazos, el grupo tratado con compuesto experimentd un incremento
estadisticamente significativo del numero de células nucleadas antes de la lisis de los glébulos rojos y en el numero
de colonias de progenitores eritroides maduros (UFC-E) por placa, en la frecuencia y numero total de progenitores por
bazo. Ademas, se observé un incremento del nimero de progenitores mieloides (UFC-GM), eritroides inmaduros
(BFU-E) y numero total de progenitores por bazo.

Animales:

en el estudio se utilizaron dieciséis ratones BDF1 hembra de 6 a 8 semanas de edad. En ocho ratones se inyectaron
por via subcutanea el compuesto de ensayo ActRlla-Fc_m los dias 1y 3 a una dosis de 10 mg/kg y en ocho ratones
se inyecté por via subcutanea control de vehiculo, solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a un volumen de 100
ul en cada ratéon. Todos los ratones fueron sacrificados 8 dias después de la primera inyeccion de acuerdo con las
directrices de cuidado animal relevantes. Se recogieron muestras de sangre periférica (SP) mediante puncién cardiaca
y se utilizaron para recuentos sanguineos completos y diferenciales (CBC/Dif). Se recolectaron fémures y bazos de
cada raton.

Ensayos realizados:

Recuentos CBC/Dif.
Se recogié SP de cada raton mediante puncién cardiaca y se introdujo en los tubos Microtainer apropiados. Se
enviaron muestras a CLV para el analisis en un contador CellDyn 3500.
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Ensayos clonogénicos

Se evaluaron progenitores clonogénicos de los linajes mieloide, eritroide y linfoide utilizando los sistemas de medios
a base de metilcelulosa in vitro indicados posteriormente.

Progenitores eritroides maduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes eritroide maduro (UFC-E) en medio a base de metilcelulosa
MethoCult™ 3334 que contenia eritropoyetina humana recombinante (hr) (3 U/ml).

Progenitores linfoides:

Se cultivaron progenitores clonogénicos del linaje linfoide (UFC-pre-B) en medio a base de metilcelulosa MethoCult®
3630 que contenia interleuquina hr 7 (10 ng/ml).

Progenitores mieloides y eritroides inmaduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes de granulocitos-monocitos (UFC-GM), eritroide (BFU-E) y
multipotencial (UFC-GEMM) en MethoCult™ 3434, un medio a base de metilcelulosa que contiene factor de células
madre murino recombinante (mr) (50 ng/ml), interleuquina hr 6 (10 ng/ml), interleuquina mr 3 (10 ng/ml) y eritropoyetina
hr (3 U/ml).

Métodos:

Se procesaron fémures y bazos de ratén mediante protocolos estandares. Brevemente, se obtuvo médula dsea
mediante enjuague de la cavidad femoral con medio de Dulbecco modificado por Iscove que contenia suero de feto
bovino al 2% (MDM, FBS al 2%) utilizando una aguja de calibre 21 y una jeringa de 1 cm?. Se obtuvieron células de
bazo mediante trituracién de bazos a través de un filtro de 70 ym y enjuagando el filtro con IMDM, FBS al 2%. A
continuacion, se llevaron a cabo recuentos de las células nucleadas en 4cido acético glacial al 3% en las suspensiones
de células individuales utilizando una camara de recuento de Neubauer de manera que pudiesen calcularse las células
totales por 6rgano. Para eliminar los glébulos rojos contaminantes; a continuacion, se diluyeron las células esplénicas
totales con 3 veces el volumen de tampédn de lisis de cloruro aménico y se incubaron sobre hielo durante 10 minutos.
A continuacion, las células se lavaron y se resuspendieron en IDM, FBS al 2% y se llevd a cabo un segundo recuento
celular para determinar la densidad celular después de la lisis.

Se prepararon reservas celulares y se afiadieron a cada formulacion de medio a base de metilcelulosa a fin de obtener
las concentraciones Optimas de siembra en placa para cada tejido en cada formulacion de medio. Las células de
médula dsea se sembraron a razon de 1x10° células por placa en MethoCult™ 3334 a fin de evaluar los progenitores
eritroides maduros, 2x10% células por placa en MethoCult™ 3630 a fin de evaluar los progenitores linfoides y 3x10*
células por placa en MethoCult™ 3434 a fin de evaluar los progenitores eritroides inmaduros y mieloides. Se
sembraron las células esplénicas a razon de 1x10° células por placa en MethoCult™ 3334 a fin de evaluar los
progenitores eritroides maduros, 4x10° células por placa en MethoCult™ 3630 a fin de evaluar los progenitores
linfoides y 2x10°% células por placa en MethoCult™ 3434 a fin de evaluar los progenitores eritroides inmaduros y
mieloides. Los cultivos se sembraron en placas por triplicado y se incubaron a 37°C con 5% de CO: hasta la realizacion
de la enumeracion y evaluacion de las colonias por parte de personal cualificado. Se cultivaron los progenitores
eritroides maduros durante 2 dias; los progenitores linfoides se cultivaron durante 7 dias y los progenitores eritroides
maduros y mieloides se cultivaron durante 12 dias.

Analisis:

Se calcularon medias +/- 1 desviacion estandar para los cultivos por triplicado de los ensayos clonogénicos y para los
grupos de control y de tratamiento para todos los conjuntos de datos.

Se calculd la frecuencia de células formadoras de colonias (CFC) en cada tejido de la manera siguiente:

Células sembradas por placa

CFC medias puntuadas por placa

CFC totales por fémur o bazo, se calcularon de la manera siguiente:

CFC totales puntuadas x recuento de células nucleadas por fémur o bazo (tras la lisis de GR)

Numero de células nucleadas cultivadas

Se llevaron a cabo ensayos t estandares a fin de evaluar si habia una diferencia en el nimero medio de células o
progenitores hematopoyéticos en ratones de control PBS y ratones tratados con compuesto. Debido a la potencial
subjetividad de la enumeracion de las colonias, se considerd un valor de p inferior a 0,01 como significativo. Los
valores medios (+/- DE) para cada grupo se muestran en las tablas a continuacion.
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Tabla: Parametros hematolégicos

Grupo de Gloébulos blancos Gldébulos rojos Hemoglobina Hematocrito

tratamiento (x10%1) (x1091) (g/ (I

PBS (n=8) 6,37 +/- 2,83 10,9 +/- 0,7 154,5 +/- 5,9 0,506 +/-
0,029

ActRlla-Fc_m n=8 8,92 +/- 3,69 11,8 +/- 0,3* 168,3 +/- 4,3** 0,532 +/-
0,014

*=p<0,01

**=p < 0,0005

Tabla: CFC de fémur y bazo

Grupo de CFC total por CFC total por UFC-E total por UFC-E total por
tratamiento fémur bazo fémur bazo

PBS (n=8) 33437 +/- 7118 | 4212 +/- 1148 | 27185 +/- 12893 6743 +/- 1591
ActRlla-Fc_m (n=8) | 31068 +/- 8024 | 6816 +/- 1516* 18118 +/- 6672 | 27313 +/- 11790
*=p<0,005

**=p < 0,0001

El tratamiento de los ratones con ActRIla-Fc_m resulté en incrementos significativos en el nimero de parametros
hematopoyéticos. En la sangre periférica se observo un incremento significativo de gldbulos rojos y contenido de
hemoglobina en los ratones tratados con compuesto. En los fémures, no se observaron diferentes en el nimero de
células nucleadas o en el contenido de progenitores entre los grupos de control y tratados. En los bazos, el grupo
tratado con compuesto experimentd un incremento estadisticamente significativo del nimero de células nucleadas
antes de la lisis de los glébulos rojos y en el numero de colonias de progenitores eritroides maduros (UFC-E) por placa,
en la frecuencia y numero total de progenitores por bazo. Ademas, se observd un incremento del numero de
progenitores mieloides (UFC-GM), eritroides inmaduros (BFU-E) y nimero total de progenitores por bazo.

Ejemplo 7. Proteinas ActRlla-Fc alternativas

Se describe una diversidad de variantes de ActRlla en la solicitud de patente internacional publicada en el documento
n® WO 2006/012627 (ver, p.ej., las paginas 55 a 58). Un constructo alternativo que puede utilizarse en la presente
invencién puede presentar una delecion de la cola C-terminal (los 15 aminoacidos finales del dominio extracelular de
ActRlla. La secuencia de dicho constructo se presenta posteriormente (parte Fc subrayada) (SEC ID n° 12):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG

CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPA

PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPRE
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

SFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEATL HNHYTQKSLSLSPGK

Ejemplo 8: efecto de ActRlla-Fc_m sobre |a anemia inducida por quimioterapia en ratones

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRlla-Fc_m sobre la anemia inducida por quimioterapia en ratones. En el
primero de dos estudios, se trataron ratones C57BL/6 hembra de 6 semanas de edad con una sola dosis de ActRlla-
Fc_m (10 mg/kg, s.c.) o vehiculo (solucién salina tamponada con fosfato) 3 dias antes de administrar una Unica dosis
del quimioterapéutico paclitaxel (20 mg/kg, i.p.). Se recogieron muestras de sangre antes de la quimioterapia y
después 3, 7 y 14 dias (n=6 por cohorte por punto temporal) después del paclitaxel. ActRlla-Fc_m evito la caida del
nivel de hematocrito observado de lo contrario después del paclitaxel (figura 15) y se observaron efectos similares
para la concentracion de hemoglobina y el recuento de GR. En un segundo estudio, en ratones C57BL/6 hembra de
6 semanas de edad se administré un niumero variable de dosis de ActRlla-Fc_m (10 mg/kg, s.c.) o vehiculo (PBS),
desde antes del paclitaxel (20 mg/kg, Unica dosis, i.p.) y continuando a intervalos de 3 o 4 dias. Se recogieron muestras
de sangre 3, 7 y 14 dias (n=8 por cohorte por punto temporal) después del paclitaxel. A los 14 dias, el tratamiento de
ActRlla-Fc_m incrementé el nivel de hematocrito progresivamente como funcién del nimero de dosis (figura 16). De
esta manera, ActRlla-Fc_m puede estimular la eritropoyesis en grado suficiente para atenuar o evitar la anemia
inducida por la quimioterapia.

Ejemplo 9: efecto de ActRlla-Fc_m sobre |la anemia en un modelo de ratéon de enfermedad renal crénica
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Los solicitantes investigaron el efecto de ActRlla-Fc_m sobre la anemia inducida mediante nefrectomia en ratones
como modelo de enfermedad renal crénica. En el primero de dos estudios, ratones C57BL/6 hembra fueron sometidos
a nefrectomia quirdrgica parcial, con eliminacion de aproximadamente cinco sextos del volumen renal total, para
reducir la proporcion de eritropoyetina. Se proporcioné a los ratones un periodo de recuperacion de 4 semanas con
una dieta rica en grasas para estimular adicionalmente la deficiencia renal y después se trataron dos veces a la semana
con ActRlla-Fc_m (10 mg/kg, s.c.) o vehiculo (PBS) durante un total de 8 semanas. Se recogieron muestras de sangre
antes del inicio de la administracion, tras 4 semanas de tratamiento y tras 8 semanas de tratamiento (n=8 por cohorte
y punto temporal). Los ratones de control mostraron una caida del nivel del hematocrito durante el periodo de
tratamiento de 8 semanas, mientras que el tratamiento de ActRlla-Fc_m evit6 la caida a las 4 semanas y ademas
produjo una tendencia beneficiosa a las 8 semanas (figura 17). Se observaron beneficios similares del tratamiento de
ActRlla-Fc_m comparado con el control en un segundo estudio que diferia principalmente en la utilizacién de un
periodo de recuperacion mas prolongado (2 meses) y una dieta estandar. De esta manera, ActRlla-Fc_m puede
estimular la eritropoyesis suficientemente para evitar o atenuar la anemia en un modelo de enfermedad renal cronica.

Conjuntamente, dichos resultados indican que las proteinas de fusion de ActRlla-Fc solubles pueden utilizarse como
antagonistas de la sefializacién por ligandos de la familia de TGF para incrementar los niveles circulantes de glébulos
rojos y, de esta manera, tratar las anemias hipoproliferativas que resultan de enfermedades crénicas tales como cancer
y enfermedad renal, y potencialmente también otras enfermedades inflamatorias o infecciosas. Observar que los
efectos de ACE-011 sobre la anemia en pacientes humanos son tipicamente robustos en comparacién con los efectos
mas modestos en roedores.

Aunque se han comentado realizaciones especificas de la materia objeto de la invencion, la especificacion anterior es
ilustrativa y no limitativa. Muchas variaciones resultaran evidentes para el experto en la materia tras la revision de la
presente especificacion y las reivindicaciones, posteriormente. El alcance completo de la invencién debe determinarse
en referencia a las reivindicaciones, junto con el alcance completo de equivalentes y la especificacion, junto con dichas
variaciones.
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REIVINDICACIONES

Antagonista de activina-ActRlla para la utilizacién en el tratamiento de anemia asociada a mielofibrosis en un
paciente que lo necesita, en el que el antagonista comprende un polipéptido ActIRlIla soluble que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 3,
b) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idénticaa SEC IDn° 2,y
¢) una secuencia de aminoacidos por lo menos 90% idéntica a SEC ID n° 7.

Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido ActRlla comprende una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n° 3.

Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido ActRIla comprende una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n° 2.

Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido ActRIla comprende una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos 95% idéntica ala SEC ID n° 7.

Antagonista para la utilizaciéon segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el polipéptido presenta una
o0 mas de las caracteristicas siguientes:

i) se une a un ligando de ActRlIla con una Kp de por lo menos 107 M, y
ii) inhibe la sefializacién de ActRlla en la célula.

Antagonista para la utilizacion en cualquier reivindicacion anterior, en el que dicho antagonista es una proteina
de fusion, incluyendo, ademas del dominio de polipéptido ActRlla, una o mas partes polipeptidicas que
potencian una o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, incorporaciéon/administracion, localizacién o
distribucién en los tejidos, formacién de complejos proteicos y/o purificacion.

Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 6, en el que dicha proteina de fusién comprende una
parte polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en: un dominio Fc de inmunoglobulina y una albumina
sérica.

Antagonista para la utilizacion segun cualquier reivindicacién anterior, en el que dicho polipéptido comprende
uno o mas residuos aminoacidos modificados seleccionados de: un aminoacido glucosilado, un aminoacido
PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido
conjugado con una fraccién lipido y un aminoacido conjugado con un agente derivatizante organico.

Antagonista para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la proteina de fusion
es una proteina de fusion de ActRlla-Fc que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 3,

b) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2,

c) la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 7.

Antagonista para la utilizacion segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el polipéptido se une a la
activina.

Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 10, en el que el polipéptido se une a la activina A.
Antagonista para la utilizacion segun la reivindicacion 10, en el que el polipéptido se une a la activina B.

Antagonista para la utilizacion segun cualquier reivindicacién anterior, en el que el polipéptido se une a
GDF11.
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Union de ActRlla a activina
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Efecto de ActRIIA-Fc sobre el recuento de GR en NHP hembra
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Efecto de ActRIIA-Fc sobre el recuento de GR en NHP macho
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Efecto de ActRIIA-Fc sobre recuentos de reticulocitos en NHP hembra
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Efecto de ActRIIA-Fc sobre recuento de reticulocitos en NHP macho
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