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METODOS PARA AUMENTAR LOS ADIPOCITOS TERMOGENICOS

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de las Solicitudes Provisionales de los Estados
Unidos No. de Serie 61/268,128, radicada en junio 8, 2009, 61/276,422, radicada en
septiembre 10, 2009, y 61/280,545, radicada en noviembre 3, 2009. Todas las ensefianzas

de las solicitudes arriba mencionadas se incorporan a la presente a través de las referencias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células grasas de los mamiferos se dividen tradicionalmente en adipocitos
blancos que almacenan energia y adipocitos marrén que disipan energia. Los adipocitos
marrén expresan la proteina desacopladora 1 (UCP1), la cual convierte la energia
bioquimica en calor al desacoplar la produccién de ATP del gradiente de protones
mitocondrial (Cannon et al., 2004, Physiol Rev 84:277-359). Esa termogénesis sirve para
mantener la temperatura del cuerpo en condiciones ambientales frias o para promover el
equilibrio de energia en caso de una ingesta caldrica excesiva. En consonancia con la
importancia que tiene la grasa marrén para el metabolismo, la ablacion genética de dicha
grasa en ratoncs puede causar obesidad severa acompaiiada de resistencia a la insulina,
hiperglicemia e hipercolesterolemia (Lowell et al., 1993, Nature 366:740-742; Hamann et
al., 1995, Diabetes 44:1266-1273; Hamann et al., 1996, Endocrinology 137:21-29). Dado el
papel de la UCP-1 como una proteina desacopladora de gran importancia, los adipocitos

que expresan UCP-1 tendrdn una actividad termogenica.

En los seres humanos, el tejido adiposo marrén desempeiia un importante pape!
termogénico en los infantes, pero se reduce a lo largo del desarrollo post-natal y durante
mucho tiempo se ha considerado como escaso y clinicamente insignificante en los adultos.
Sin embargo, algunos hallazgos recientes le han dado un vuelco a esta manera de concebir
estos tejidos y han generado un interés considerable en el (los) papel(es) del tejido adiposo
marron en la adultez. En concreto, del uso combinado de tomografia por emisiéon de
positrones y tomografia computarizada (PET-CT) para monitorear las metastasis de

tumores se produjo la deteccion casual de presuntos depdsitos de grasa marrén altamente



activos en un porcentaje sustancial de adultos (Nedergaard et al., 2007, Am J Physiol
Endocrinol Metab 293:E444-E452). En estudios posteriores realizados en adultos
saludables se ha confirmado que se trata efectivamente de depésitos de grasa marrén
funcional que expresa UCP-1 (Virtanen et al., 2009, N Engt J Med 360:1518-1525), en
donde se observd actividad del tejido adiposo marron durante la exposicion al fiio pero no
en condiciones termoneutras en mas del 90% de los hombres jovenes bajo estudio (van
Marken Lichtenbelt et al., 2009, N Engl J Med 360: 1500-1508). Mas aun, un analisis
retrospectivo de cerca de dos mil PET-CT scans realizado por diversos motivos de
diagnostico indica que la cantidad de grasa marron activa esta en correlacién inversa al
indice de masa corporal, una medida que se usa extensamente para la adiposidad global, lo
cual indica que la grasa marrén puede tener funciones benéficas para el metabolismo
humano de los adultos (Cypess et al., 2009, N Engl J Med 360:1509-1517). La funcién de
los adipocitos termogénicos (por ejemplo, adipocitos marrén u otros adipocitos que

expresan UCP-1) entremezclados con el tejido adiposo blanco es menos evidente.

Dada la importancia de los adipocitos termogénicos en las actividades metabélicas,
existe la necesidad de agentes que aumenten (por ejemplo por formacién y/o aumento de la

actividad) los adipocitos termogénicos en vivo.

RESUMEN DE LA INVENCION

En ciertos aspectos, la presente divulgacion se refiere a métodos para aumentar los
adipocitos termogénicos en paciente por medio del uso de antagonistas de la ruta de
sefializacion mediada por ActRIIB. Tales antagonistas pueden ser, por ejemplo, proteinas
ActRIIB solubles (por ejemplo, proteinas de fusion ActRI]B-Fc), antagonistas que se
enlazan con ActR1IB o inhiben la expresion de ActRIIB y antagonistas que se enlazan con
o inhiben la expresién de ligandos que sefializan a través de ActRIIB y participan en la
regulacion de los adipocitos termogénicos. Entre esos ligandos se cuentan la miostatina (o
GDFR), el GDF3, activinas (por cjemplo, activina A, B, C 0 E), GDF11 y Nodal.

En ciertos aspectos, ecsta divulgacion se refiere a métodos para aumentar los

adipocitos termogénicos por medio de la administracién a pacientes que lo requieran una



cantidad efectiva de un polipéptido relacionado con ActRIIB. Un polipéptido relacionado
con ActRIIB puede ser un polipéptido ActRIIB (por ejemplo, un dominio extracelular de
ActRIIB o una porcién del mismo) que se enlace a un ligando de ActRIIB como GDF3,
GDF8, GDFIl, activina o Nodal. Alternativamente, el polipéptido ActRIIB s¢ enlaza a un
ligando de ActRIIB con una Kd inferior a 10 micromoles o inferior a 1 micromol, 100, 10 o
1 nanomol. Se ha descrito una variedad de polipéptidos ActRIIB en las siguicntes
solicitudes de patente PCT, toda ellas incorporadas a la presente solicitud por referencia:
WO 00/43781, WO 04/039948, WO 06/012627, WO 07/053775, WO 08/097541 y WO
08/109167. Alternativamente, el polipéptido ActRIIB inhibe la sefializacion mediada por
ActRIIB, como por ejemplo los eventos intracelulares de transduccion de sefial que son
detonados por un ligando de ActRIIB. El polipéptido soluble ActRIIB para ser usado cn
una preparacién de ese tipo puede ser cualquiera de los que aqui se divulgan, tal como un
polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos seleccionada de enire las secuencias
con los siguientes numeros SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6, 12, 14 y 17, 0 que tenga una secuencia
de aminoacidos que sca idéntica en por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 99% a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las secuencias con los siguientes nimeros
SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6, 12, 14 y 17. Un polipéptido soluble ActRIIB puede incluir un
fragmento funcional de un polipéptido ActRIIB natural, como puede ser uno que
comprenda por los menos 10, 20 o0 30 aminoécidos de una secuencia seleccionada de entre
las secuencias con los siguientes nimeros SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6, 12, 14 y 17 o de una
secuencia SEQ ID NO: 1, que carecen de 1, 2, 3,4, 5 0 10 a 15 amino4cidos en C-terminal
o carece de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos en el N-terminal. Alternativamente, los polipéptidos
comprenderan un truncamiento relacionado con una secuencia SEQ ID NO:1 de entre 2y 5
aminoacidos en el N-terminal y de maximo 3 aminoacidos en el C-terminal. Otro
polipéptido es el que se presenta como SEQ ID NO: 12, Un polipéptido soluble ActRIIB
puede incluir una, dos, tres, cuatro, cinco o mas alteraciones en la secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, en el dominio de enlazamiento del ligando) con respecto a un
polipéptido ActRIIB que se presenta de forma natural. La alteracion de la secuencia de

aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la glicosilacién del polipéptido cuando se produce



en una célula de mamifero, insecto o cualquier otra célula eucariota o alterar la escision
proteolitica del polipéptido con respecto a un polipéptido ActRIIB que se presenta de forma
natural. Un polipéptido soluble ActRIIB puede ser una protefna de fusién que tiene, como
un dominio, un polipéptido ActRITB (por ejemplo, un dominio de enlazamiento del ligando
de una ActRIIB o una variante del mismo) y uno mas dominios adicionales que presentan
una propiedad deseable, tal como farmacocinética mejorada, purificacion simplificada,
direccionamiento a tejidos especificos, etc. por ejemplo, un dominio de una proteina de
fusion puede mejorar alguno o varios de los siguientes: estabilidad en vivo, la vida media
en vivo, ingesta/administracion, localizacién de tejidos o distribucion en los tejidos,
formacion de complejos proteinicos, multimerizacion de la proteina de fusiéon y/o
purificacion. Una proteina de fusién ActRIIB soluble puede incluir un dominio constante
de inmunoglobulina, como por ejemplo un dominio Fc (de tipo silvestre o mutante) o una
albGmina sérica. En ciertos modos de realizacion, una fusién de ActRIIB-Fc consiste en un
enlazador relativamente no estructurado posicionado entre el dominio Fc y el dominio
extracelular de ActRIIB. Este enlazador no estructurado puede corresponder a grandes
rasgos a la regién 15 de aminodcidos no estructurados en el extremo C-terminal del
dominio extracelular de ActRIIB (la “cola™) o puede ser una sccuencia artificial de entre 5
y 15, 20, 30, 50 o mas aminoé4cidos que se encuentran relativamente libres de una estructura
secundaria. Un enlazador puede ser rico en residuos de glicina y prolina y puede, por
ejemplo, contener secuencias repetidas de tronina/serina y glicinas, como puede ser la
repeticion de TG4 (SEQ ID NO: 18) 0 SG4 (SEQ ID NO: 19). Una proteina de fusién puede
incluir una secuencia de purificacion, tal como una etiqueta de epitopo, una etiqueta FLAG,
una secuencia de polihistidina y una fusion GST. Alternativamente, un polipéptido soluble
ActRIIB incluye uno o mas residuos de aminoacidos modificados scleccionados entre los
siguientes: un aminodcido glicosilado, un aminodcido PEGilado, un aminoacido
farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoécido biotinilado, un aminoacido conjugado
a un agentc derivatizador organico. En general, es preferible que una proteina ActRIIB se
exprese en una linea de células de mamifero que medie adecuadamente la glicosilacion

natural de la proteina ActRIIB para asi reducir el riesgo de una respuesta inmunc



desfavorable en los pacientes. Las lineas celulares humanas y CHO se han usado
exitosamente y s de esperarse que otros vectores comunes de expresion de mamiferos

resulten igualmente utiles.

En ciertos aspectos, un compuesto divulgado por medio de la presente puede ser
formulado coma una preparacidn farmacéutica. Una preparacién farmacéutica puede incluir
uno o mas compuestos adicionales, tal como un compuesto que sea usado para tratar un
trastorno relacionado con el ActRIIB. Preferiblemente, la sustancia farmacéutica esta

sustancialmente libre de pirégenos.

En ciertos aspectos, la presente divulgacién se refiere a 4cidos nucléicos que
codifican un polipéptido soluble ActRIIB, los cuales no codifican un polipéptido ActRIIB
completo. Un polinucleotido aislado puede comprender una secuencia de codificacion para
un polipéptido soluble ActRIIB, tal como se ha descrito anteriormente, Por ejemplo, un
dcido nucléico aislado puede incluir una codificacion de secuencia para un dominio
extracelular (por gjemplo, un dominio de enlazamiento del ligando) de un ActRIIB y una
secuencia que codificaria por una porcién o todo el dominio transmembrana y/o el dominio
citoplasmatico de un ActRIIB, salvo por un codén de terminacion posicionado dentro del
dominio transmembrana o el dominio citoplasmatico o posicionado entre el dominio
extracelular y ¢l dominio transmembrana o el dominio citoplasmatico. Por ejemplo, un
polinucledtido aislado puede comprender una secuencia polinucledtida completa de
ActRIIB, como seria SEQ ID NO: 4, 0 una version truncada parcialmente, en donde dicho
polinucleétido aislado comprende ademas un codén de terminacién de la transcripcion por
lo menos seiscientos nucledtidos antes del 3°-terminal o posicionado de tal manera que la
traduccion del polinucledtido produce un dominio extracelular fusionado opcionalmente a
una porcién truncada de un ActRIIB completo. Los 4cidos nucléicos que se divulgan por
medio del presente pueden estar ligados operativamente a un promotor de la expresion, y
esta publicacion se refiere a células transformadas con tales polinucledtidos recombinantes.

Preferiblemente la célula es una célula de mamifero, como por ejemplo una célula CHO.



En ciertos aspectos, la divulgacion se refiere a métodos para producir un polipéptido
soluble ActRIIB. Un método puede ser expresar cualquiera de los 4cidos nucléicos (por
ejemplo, SEQ ID NO: 3) que se divulgan por medio del presente en una célula adecuada,
tal como una célula derivada del ovario del hamster chino (CHO). Dicho método pucde
consistir en; a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresién del
polipéptido soluble ActRIIB, en donde dicha célula se transforma con un constructo de
expresion de ActRIIB soluble y b) recuperar el polipéptido soluble ActRIIB que se expresa
de esa manera. Los polipéptidos solubles ActRIIB pucden ser recuperados como fracciones
crudas, parcialmente purificadas o altamente purificadas utilizando cualquiera de las
técnicas ampliamente conocidas para la obtencién de proteinas a partir del cultivo de

células.

En ciertos aspectos, aumentar los adipocitos termogénicos utilizando alguno de los
compuestos que aqui se describen puede ser Gtil para el manejo de una variedad de
trastornos para los cuales resulta benéfico el manejo las actividades metabolicas. Algunos
ejemplos son el mancjo de la obesidad, por medio de la reduccién del contenido de grasa
corporal o de la reduccion del indice de aumento de la grasa corporal, y el tratamiento de
trastornos como la obesidad, diabetes mellitus no insulino-dependiente (DMNID), diabetes
tipo 2, trastornos cardiovasculares, cdncer, hipertension, accidente cerebrovascular,
problemas respiratorios, dislipidemia, lipodistrofia, consecuencias de la administracién de

corticoesteroides y trastornos de la vesicula biliar.

En ciertos aspectos, un polipéptido soluble ActRIIB como se divulga por medio del
presente puede ser utilizado en un método para tratar a un individuo que presente un
trastorno relacionado con pérdida muscular o crecimiento muscular insuficiente en donde
dicho trastorno también se encuentra relacionado con un trastorno metabdlico, tal como
obesidad, lipodistrofia, diabetes (por ejemplo, diabetes tipo II), caquexia u otro de los
trastornos arriba descrito. Entre dichos trastornos se encuentran distrofia muscular,

sarcopenia y VIH (que puede estar asociado ¢ desgaste muscular y lipodistrofia).



En ciertos aspectos, esta divulgacién sc refiere a métodos para la actividad
antagonista de un polipéptido ActRIIB o un ligando de ActRIIB (por ejemplo, GDF8,
GDF11, activina, GDF3 y Nodal) en una célula. Los métodos consisten en contactar la
célula con un polipéptido soluble ActRIIB. Alternativamente, se monitorea la actividad de
un polipéptido ActRIIB o de un ligando de ActRIIB por una transduccién de sefial mediada
por el complejo ActRIIB/ligando de ActRIIB, por ejemplo, monitoreando la proliferacion
celular o el nivel de expresion de la UCP-1. Las células empleadas en los métodos incluyen

osteoblastos, condrocitos, miocitos, adipocitos y células musculares.

En ciertos aspectos, esta divulgacion se refiere a los usos de un polipéptido soluble
ActRIIB para producir un medicamento para el tratamiento de trastornos o cendiciones que

se describen en el presente.

En ciertos aspectos, esta divulgaciéon se refiere a métodos para incrementar los
adipocitos termogénicos en pacientes que asi lo requieran, y dicho método puede consistir
en la administracién de una cantidad efectiva de un compuesto seleccionado del grupo que
consta de los siguientes: un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos que
sea 1déntica en por lo menos 90% a la secuencia de aminodcidos 29-109 de SEQ ID NO:2 y
un polipéptido codificado por un 4cido nucléico que se hibride bajo rigurosas condiciones
de hibridacién a un 4cido nucléico de SEQ ID NO:3. El polipéptido puede ser una proteina
de fusién que comprenda una porcidn heterdloga. El polipéptido puede ser un dimero. El
polipéptido puede fusionarse a un dominio constante de una inmunoglobulina. El
polipéptido puede fusionarse a una porcién Fec de una inmunoglobulina, como por ejemplo
IgGl, IgG2, 1gG3 o IgG4. El polipéptido puede comprender una secuencia de aminoécidos
que sea idéntica en por lo menos 80%, 90%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% a una
secuencia de aminoacidos 29-109, 29-128, 29-131, 29-134, 25-109, 25-128, 25-131, 25-134
o 20-134 de SEQ ID NO:2. El polipéptido puede comprender una secuencia de
aminodcidos que sea idéntica en por lo menos 80%, 90%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% o
100% a una secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:5, 6, 12, 14 o 17. Un paciente que sea
tratado con un compuesto de este orden puede ser alguien que sufra de alguno de los

trastornos que se describen en el presente, por ejemplo, un trastorno metabolico (por



ejemplo, obesidad, diabetes, sindrome metabdlico, dislipidemia o lipodistrofia) o un
trastorno muscular asociado con un trastorno metabolico (por ejemplo, ciertas instancias de
sarcopenia). La administracién del compuesto puede promover la expresién de UCP-1 en

adipocitos del paciente bajo tratamiento, opcionalmente en el tejido adiposo blanco.

En ciertos aspectos, esta divulgaciéon se refiere a métodos para incrementar los
adipocitos termogénicos en pacientes que asi lo requieran, y un método puede consistir en
la administracion de una cantidad efectiva de un compuesto que inhiba la ruta de
sefializacion mediada por ActRIIB, que tenga como objetivo bien sea ActRIIB o un ligando
que sefialice por medio de ActRIIB. Algunos ejemplos de estos compuestos son
antagonistas de ActRIIB, antagonistas de miostatina (por ejemplo, GDF-8); antagonistas de
activina (por ejemplo, activina A, activina B, activina C o activina E); antagonistas de
GDF-11; antagonistas de Nodal; y antagonistas de GDF3. Un antagonista de los anteriores
puede ser un anticuerpo u otra proteina que se enlaza especificamente con ese objetivo y lo
inhibe (por ejemplo, un anticuerpo tal como un anticuerpo monoclonal, o un propéptido en
el caso de miostatina y GDF3). Un antagonista de los anteriores puede ser un compuesto,
como un compuesto basado en dcidos nucléicos (por ejemplo, un Acido nucléico anti-
sentido o ARNi) que inhibe la expresion de ActRIIB o del ligando. Un paciente que sea
tratado con un compuesto dc este orden puede ser alguien que sufra de alguno de los
trastornos que se describen en el presente, por ejemplo, un trastorno metabolico (por
ejemplo, obesidad, diabetes, sindrome metabélico, dislipidemia o lipodistrofia) o un
trastorno muscular asociado con un trastorno metabdlico (por ¢jemplo, ciertas instancias de
sarcopenia). La administracion del compuesto puede promover la expresion de UCP-I en

adipocitos del paciente bajo tratamiento, opcionalmente en ¢l tejido adiposo blanco.

BREVE DESCRIPCION DE LAS JLUSTRACIONES

La Figura 1 muestra el efecto del tratamiento de ActRIIB(20-134)-hFc durante 60
dias en los niveles de mARN de la proteina desacopladora 1 (UCPI) en la almohadilla de
grasa epididimaria de ratones machos que han sido alimentados con una dicta rica en

grasas. Los datos proporcionados por la RT-PCR (en unidades relativas, RU) son medias +



SEM; *, p < 0.05 en comparacion con el vehiculo. El ActRIIB(20-134)-hFc produjo un
incremento de mARN nueve veces mayor codificando este marcador selectivo para la grasa
marron, indicando asi una sobreexpresién de la capacidad termogénica de los adipocitos

marron distribuidos difusamente en el depésito de grasa blanca.

La Figura 2 muestra cambios histoldgicos termogénicos en el tejido adiposo blanco
epididimario inducidos por el tratamiento de ActRIIB(25-13 1)-hFc¢ durante 60 dias en
ratones alimentados con una dicta rica en grasa. Todas las imagenes se muestran con la
misma ampliacién. La tincién de hematoxilina y de eosina (H&E) indica la habilidad de
ActRIIB(25-131)-hFc para reducir el tamafio de las gotas de lipidos ¢ inducir
conglomerados de adipocitos multiloculares (flechas) caracteristicos de la grasa marrén. La
inmunotincion de las secciones no adyacentes revelas una induccion citoplasmatica

generalizada de UCPI (fluorescencia verde) en adipocitos muitiloculares y uniloculares.

La Figura 3 muestra el efecto del tratamiento de ActRIIB(25-13 1)-hFc durante 60
dias en los niveles de mARN de UPCI en la grasa blanca epididimaria de ratones que han
sido alimentados con una dieta rica en grasas. Los datos proporcionados por la RT-PCR (en
unidades relativas, RU} son medias + SEM; n = 6-7 por grupo *, p < 0.05 en comparacion
con el vehiculo. El ActRITB(20-134)-hFc produjo un incremento de mARN sesenta veces
mayor codificando este marcador selectivo para la grasa marrén, indicando asi un aumento

de la capacidad termogénica en este depdsito de grasa blanca.

La Figura 4 muestra los niveles de mARN que codifica el miembro de la familia de
las sirtninas SIRT-1 (regulador de la informacion silenciosa, homologo 1) en la grasa
blanca epididimaria de ratones como una funcién de la dieta y con el tratamicnto de
ActRIIB(25-13 1)-hFc durante 60 dias. Los datos proporcionados por la RT-PCR (en
unidades relativas, RU) son medias + SEM; n = 7 por grupo *, p < 0.05; NS = no
significativo. En ratones alimentados con una dieta rica en grasas, el ActRIIB(20-131)-hFc
aumento los niveles de mARN de SIRT-1 en mas del 70%, llevandolos a niveles que no
eran significativamente diferentes de los que mostraban los ratones alimentados con una

dieta estandar.



La Figura 5 muestra los niveles de mARN que codifica el PGC- la (co-activador
la del receptor gamma activado del proliferador de peroxisomas) en la grasa blanca
epididimaria de ratones como una funcién de la dieta y con el tratamiento de ActRIIB(25-
13 1)-hFe¢ durante 60 dias. Los datos proporcionados por la RT-PCR (en unidades relativas,
RU) son medias + SEM; n = 6-7 por grupo; ***, p < 0.001. En ratones alimentados con una
dieta rica en grasas, el ActRIIB(20-131)-hFc aument6 los niveles de mRNA de PGC- la en
mas del 250%, llevandolos a niveles que no eran significativamente diferentes de los que

mostraban los ratones alimentados con una dieta estandar.

La Figura 6 muestra los niveles de mARN que codifican Foxo-1 (proteina O
subfamilia 1 que contiene una caja forkhead) en la grasa blanca epididimaria de ratones
como una funcion de la dieta y con el tratamiento de ActRIIB(25-13 1)-hFc durante 60 dias.
Los datos proporcionados por la RT-PCR (en unidades relativas, RU) son medias + SEM; n
= 7 por grupo; **, p < 0.001. En ratones alimentados con una dieta rica en grasas, el
ActRIIB(20-131)-hFc aument6 los niveles de mRNA de Foxo-1 en méas del 90%,
llevandolos a niveles que no eran significativamente diferentes de los que mostraban los

ratones alimentados con una dieta estandar.

La Figura 7 muestra los niveles de mARN de la adiponectina en la grasa blanca
epididimaria de ratones como una funcién de la dieta y con el tratamiento de ActRIIB(25-
13 1)-hFc durante 60 dias. Los datos proporcionados por la RT-PCR (en unidades relativas,
RU) son medias £ SEM; n =7 por grupo; *, p < 0.05. En ratones alimentados con una dieta
rica en grasas, ¢l ActRIIB(20-131)-hFc aumenté los niveles de mRNA de la adiponectina
en mas del 60%, contribuyendo asi a concentraciones elevadas de adiponectina circulante

en estos ratones.

La Figura 8 muestra los niveles séricos de la adiponectina en ratones como una
funcion de la dieta y con el tratamiento de ActRIIB(25-13 1)-hFc durante 60 dias, Las
mediciones ELISA detectan todas las formas iso-oligoméricas principales (adiponectina
total) y los datos proporcionados son medias £ SEM; n = 7-8 por grupo; **, p < 0.01. En

ratones alimentados con una dieta rica en grasas, el ActRIIB(20-131)-hFc aumento los
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niveles de adiponectina circulante en més de un 75% con lo cual sobrepasé los que

presentan los controles de dieta estandar.

La Figura 9 muestra las concentraciones séricas de insulina en ratones como una
funcién de la dieta y con el tratamiento de con el tratamiento de ActRIIB(25-13 1)-hFc
durante 60 dias. Los datos proporcionados son medias + SEM; n = 7-8 por grupo; **, p <
0.01. En ratones alimentados con una dieta rica en grasas, el ActRITB(20-131)-hFc
normalizé las concentraciones de insulina a niveles observados en controles de dicta

estandar.

La Figura 10 muestra fotografias de pares bilaterales de depositos interescapulares
de grasa marrén como una funcion de la dieta y con el tratamiento de con el tratamiento de
ActRIIB(25-13 1)-hFc durante 60 dias. Una dicta rica en grasas aumentd el tamafio y aclaré
el color de los depdsitos, mientras que el tratamiento con ActRIIB(25-131)-mFc revirtié

estos cambios en gran medida.

La Figura 11 ilustra el efecto del tratamiento con ActRIIB(25-13 1)-mFc durante 60
dias en la masa de grasa marrdn interescapular en ratones alimentados con una dieta rica en
grasas. Los datos proporcionados son medias £ SEM para los depdsitos izquierdos y
derechos combinados; ***, p < 0.001. El ActRIIB(25-131)-mFc revirtio el efecto de una

dieta rica en grasas en la masa de este depdsito de grasa marrdn.

La Figura 12 ilustra el efecto del tratamiento con ActRIIB(25-131)-mFc durante 60
dias en la densidad de grasa marrdn interescapular en ratones alimentados con una dieta
rica en grasas, tal como se establece por medio de una tomografia micro-computarizada
(microTC). Los datos (medias + SEM) se expresan en unidades cstandarizadas con base en
un valor positivo para el mineral 6seo hidroxiapatito (HA) y un valor de cero para el agua;
por lo tanto, los valores para la grasa son negativos, en donde los valores para la grasa
blanca se ubican tipicamente cerca de -120. **, p < 0.01. El ActRIIB(25-13 I)-mFc revirtié
completamente el efecto de una dieta rica en grasas en la densidad de este depdsito de grasa

marron.
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La Figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos completa de ActRIIB(25-131)-
hFc (SEQ IDNO: 14). La sccuencia lider de TPA (residuos 1-22) y el dominio extracclular
de ActRIIB truncado (residuos nativos 25-131) aparecen subrayados. El glutamato que en
la secuenciacion se revelé como un aminoacido N-terminal de la proteina de fusién madura

aparece resaltado.

La Figura 14 muestra una secuencia nucledtida codificando ActRIIB(25-131)-hFc
(la hebra de codificacion, SEQ ID NO: 15, aparece en la parte superior y ¢l complemento,
SEQ ID NO: 16, aparece en la parte inferior 3'-5"). Las secuencias codificando la secuencia
lider de TPA (nucledtidos 73-396) aparccen subrayadas. También se muestra la secuencia

de aminodcidos de ActRIIB(25-131).

DESCRIPCION DETALLADA
1. Resumen

Las células grasas de los mamiferos se pueden clasificar como adipocitos blancos
que almacenan energia o adipocitos marrdn que disipan energia. Se considera que en gran
medida la proteina desacopladora 1 (UCP1), la cual convierte la energia bioquimica en
calor al desacoplar la produccion de ATP del gradiente de protones mitocondrial, es el
marcador funcional definitivo de los adipocitos marrén. En adelante, los adipocitos que
expresan UCP1 seran denominados “adipocitos termogénicos™. La ablacién genética del
tejido adiposo marrén en ratones produce obesidad severa (Lowell et al., 1993, Nature
366:740-742) y la ablacién selectiva de UCP1 impide las respuestas termogénica y anti-
obesidad a la estimulacién B3-adrenérgica en ratones (Inokuma et al., 2006, Am J Physiol
Endocrinol Metab 290 :E 1014-E 1021), lo cual confirma que UCP1 ¢s una molécula con
una funcidn critica en la regulacién del gasto energético y la adiposidad (Kozak et al., 2008,
Int J Obes 32:532-S38).

En mamiferos, desde el raton hasta los humanos, los adipocitos marrdn se presentan
en depositos especificos de tejido adiposo marrén que son mas prominentes en los recién

nacidos, en consonancia con los desafios térmicos que confronta la supervivencia a esa
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edad. En hallazgos recientes sc ha observado que estos depositos de grasa marrén
mantienen su capacidad termogeénica en la edad adulta en los humanos (Nedergaard et al.,
2007, Am J Physiol Endocrinol Metab 293:E444-E452; van Marken Lichtenbelt et al.,
2009, N Engl ] Med 360:1500-1508; Cypess et al., 2009, N Engl J Med 360:1509-1517), lo

cual indica que es posible que ese tejido podria ser activado exdgenamente para obtener un

beneficio terapéutico. Curiosamente, también se presenta transitoriamente un ntimero

considerable de adipocitos marrdn dentro de algunos depositos de grasa “blanca™ durante ¢l
periodo temprano de desarrollo postnatal (Xue et al., 2007, J Lipid Res 48:41-51) y puede
reaparecer en depdsitos de grasa blanca bajo ciertas condiciones en la edad adulta (Cousin
et al., 1992, J Cell Sci 103:931-942). Incluso en los seres humanos, la limitada evidencia
con la que se cuenta sugicre que los adipocitos marrén son inducibles en depdsitos de grasa
blanca durante la adultez (Lean et al, 1986, Int J Obes 10:219-227). Por lo tanto, existe
también la posibilidad de inducir adipocitos termogénicos “difusos” en depdsitos
tradicionales de grasa blanca para obtener beneficios terapéuticos. De hecho, los depésitos
tradicionales de tejido adiposo blanco despliegan un grado de remodelamiento celular o
plasticidad fenotipica, que no se observa en depdsitos especificos de grasa marrén (Prunet-
Marcassus et al., 2006, Exp Cell Res 312:727-736).

Tal como se describe en los Ejemplos, se puede usar una proteina de fusién ActRIIB
para aumentar la sefializacion de UCP1 en depdsitos de grasa de ratones alimentados con
una dieta rica en grasas. Por lo tanto, se pueden usar agentes derivados de ActRIIB vy otros
compuestos que inhiben la seiflalizaciéon mediada por ActRIIB para aumentar el nimero y/o
la actividad de adipocitos termogénicos. Entre los ligandos que se enlazan a ActRIIB que
estan implicados en la regulacion de los adipocitos termogénicos se cuentan las activinas
(por ejemplo, activina A, activina B, activina C y activina E), miostatina (s decir, GDF-8),
GDF-3, GDF-11 y Nodal. En ciertos aspectos, la presente invencién se refiere a
polipéptidos de ActRIIB. Tal como se usa en el presente, el término "ActRIIB" se refiere a
la familia de proteinas receptoras de activina tipo 1B {ActRIIB) y proteinas rclacionadas
con ActRIIB, derivadas de cualquier especie. Los miembros de la familia de ActRIIB son

por lo general todas proteinas transmembrana, compuestas de un dominio extracclular de
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enlazamiento del ligando con una region rica en cisteina, un dominio transmembrana y un
dominio citoplasmético con especificidad predicha de serina/treonina quinasa. El precursor
humano de ActRIIB tiene la siguiente secuencia de aminodcidos, en donde el péptido seiial
aparece subrayado, el dominio extracelular en negrilla y los sitios de potencial glicosilacion
ligada a N en bastardilla y subrayada (SEQ ID NO: 2) (NM OOl 106, 512 aa) [NdeT: En un

pequefio cuadro en el original]

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLH
CYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHL
PEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIGGLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPP
PPSPLVGLKPLQLLEIKARGRFGCVWKAQLMNDFVAVKIFPLQDKQSWQSEREIFSTPGMKHE
NLLQFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETMSRGLSY LHEDV
PWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADFGLAVRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMA
PEVLEGAINFQRDAFLRIDMY AMGLVLWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEEIGQHPSLEELQ
EWVHKKMRPTIKDHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS
DCLVSLVTSVTNVDLPPKESS]

La anterior secuencia silvestre, incluido el lider nativo, se usa a lo largo de esta
divulgacién como la secuencia de base para numerar los aminoacidos de cualquiera de los
varios truncamientos, formas maduras y variantes de ActRIIB. El término “polipéptido de
ActRIIB” se usa para referirse a los polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de
un miembro de la familia de ActRIIB que se presenta de forma natural, lo mismo que a
variantes de los mismos (incluidos mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que retengan una actividad util. Por ejemplo, los polipéptidos de
ActRIIB incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRIIB conocido
que tenga una secuencia que sea por lo menos aproximadamente 80% idéntica a la
secuencia de un polipéptido de ActRIIB, y preferiblemente por lo menos 85%, 90%, 95%,
97%., 99% o una identidad mayor.

En un modo de realizacion especifico, la invencion se refiere a polipéptido soluble
ActRIIB. Tal como se describe en el presente, le término “polipéptido soluble ActRIIB” se
refiere por lo general a polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una

proteina de ActRIIB. El término “polipéptido soluble ActRIIB”, tal como se¢ usa en el
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presente, incluye cualquier dominio extracelular de una proteina de ActRIIB que se
presenta de forma natural, asi como cualquier variante de los mismos (incluidos mutantes,
fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas) que rctengan una actividad atil. Por
ejemplo, ¢l dominio extracelular de una proteina de ActRIIB se une a un ligando y es por lo
general soluble. El siguiente ¢s un ejemplo de un polipéptido soluble ActRIIB (SEQ ID
NO: 1) (116 aa).

SGRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRILHCY ASWRNSSGTIELVKKGCWL
DDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT

Otros ejemplos de polipéptidos solubles ActRIIB comprenden una secuencia de
sefiales ademds de un dominio extracelular de una proteina de ActRIIB (ver Ejemplo 1). La
secuencia de sefiales puede ser una secuencia de sefiales nativas de un ActRIIB o una
secuencia de sefiales de otra proteina, tal como una secuencia de sefiales de un activador

tisular del plasmindgeno (TPA) o una secuencia de sefiales de melitina de abeja (HBM).

Se ban identificado dos receptores de tipo II relacionados, ActRIIA y ActRIIB,
como los receptores de tipo II para las activinas (Mathews and Vale, 1991, Cell 65:973-
982; Attisano et al, 1992, Cell 68: 97-108) asi como una variedad de otros BMP y GDF.
Ademas de las activinas, el ActRITA y ActRIIB puede interactuar bioquimicamente con
otras familias de proteinas relacionada con los TGF-8 , incluyendo BMP7, Nodal, GDF8 y
GDF11 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee and McPherron, 2001, Proc.
Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311; Yeo and Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh ¢t al.,
2002, Genes Dev. 16:2749-54). En ciertos modos de realizacién, la presente invencion se
relaciona con un ligando antagonizador de receptores ActRIIB (denominado también como
ligando de ActRIIB) con un polipéptido sujcto ActRIIB (por ejemplo, un polipéptido
soluble ActRIIB). Asi, los compuestos y métodos de esta invencion sirven para tratar
trastornos asociados con una actividad anormal de uno o mas ligandos de receptores
ActRIIB. Entre los ejemplos de ligandos de ActRIIB s¢ cuentan algunos miembros de la
familia de los TGF-, tales como la activina (por ejemplo, activina A, activina B, activina C

y activina E), GDF3, Nodal, GDF8 y GDF11.
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Las activinas son factores de crecimiento polipeptidicos diméricos y pertenecen a la
superfamilia de los TGF-beta. Hay tres activinas (A, B y AB) que son homo/hétero-dimeros
de dos subunidades BB (BaBa, BeBs y BaBs) estrechamente relacionadas. En la superfamilia
de los TGF-beta, las activinas son factores especiales y multifuncionales que pueden
estimular la produccién de hormonas en células ovéricas y placentarias, ayudan a la
supervivencia de las células neuronales, influyen la progresion del ciclo celular bien sea
positiva o negativamente segiin el tipo de célula e inducen diferenciacién mesodérmica por
lo menos en los embriones de anfibios (DePaoclo et al, 1991, Proc SocEp Biol Med.
198:500-512; Dyson et al, 1997, Curr Biol. 7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol.
55:953-963). Mas ain, se ha establecido que el factor de diferenciacion eritroide (EDF)
identificado en las células humanas estimuladas de la leucemia monocitica es idéntico a la
activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85:2434). Se ha propuesto que la activina A actia
como un regulador natural de la eritropoyesis en la médula 6sea. En varios tejidos, la
seilalizacidn de activina es antagonizada por el heterodimero relacionado, inhibina. Por
ejemplo, durante la liberacién de la hormona foliculoestimulante (FSH) de la glandula
pituitaria, la activina promueve la secrecion y sintesis de la FSH, mientras que la inhibina
impide la secrecion y sintesis de la FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad
de la activina y/o unirse a la activina son la folistatina (FS), la proteina relacionada a la
folistatina (FSRP), a2-macroglobulina, Cerberus y endoglina, que se describen mas

adelante.

La proteina morfogénica dsea 7 (BMP7), también llamada la proteina osteogénica 1
(OP-1), es conocida por inducir la formacion de cartilagos v huesos. Ademas, la BMP7
regula una gran variedad de procesos fisiologicos. Especialmente, la BMP7 ha sido
identificada recientemente como un promotor clave de la diferenciacion del adipocito
marrén (Tsceng et al., 2008, Nature 454:1000-1004). En este estudio, la ablacion genética de
BMP7 produjo una escasez de grasa marrén y practicamente carencia absoluta de UCP1 en
embriones murinos. Mas aun, la sobreexpresién de BMP7 en ratones por la administracion
de adenovirus aumenté la masa de grasa marrén y gasto energético. Por lo tanto, la

literatura parece indicar que no se puede esperar que un antagonista de BMP7 tal como un
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polipéptido ActRIIB o un anticuerpo anti-ActRIIB promueva la expresion de UCPI, la
formacién de adipocitos marrén y/o actividad de adipocitos marrén. Como la activina, la
BMP7 se unc a los receptores tipo 1I, ActRIIA y ActRIIB. Sin embargo, la BMP7 y la
activina reclutan un tipo especifico de receptores tipo 1 hacia los complejos de receptores
heteroméricos. El principal receptor de tipo I de la BMP7 que se observd fue ALK?2,
mientras que la activina se unié exclusivamente a ALK4 (ActRIIB). La BMP7 y la activina
produjeron respuestas bioldgicas especificas y activaron diferentes rutas de Smad (Macias-

Silva et al., 1998, J Biol Chem. 273:25628-36).

El factor de crecimiento y diferenciacién-3 (GDF3) desempefia un papel importante
en el desarrollo embrionario y también ha sido implicado en la adipogénesis durante la
adultez. En breve, la expresién de GDF3 en el tejido adiposo blanco se correlaciona con la
masa corporal u obesidad (Weisberg et al., 2003, J Clin Invest 112:1796-1808), y la
sobreexpresion de GDF3 exagera el aumento de adiposidad observado bajo condiciones de
dieta rica en grasas en ratones de tipo silvestre (Wang et al., 2004, Biochem Biophys Res
Commun 321 :1024-1031). De manera notable, los ratones con ablacion genética de GDF3
son saludables y basicamente normales cuando se les mantiene con una dieta y se les
protege contra la obesidad, pero presentan un indice metabdlico basal aumentado cuando se
les mantiene con una dieta rica en grasas (Shen et al., 2009, Mol Endocrinol 23:113-123).
Tomados en conjunto, estos hallazgos implican a GDF3 de manera especifica en la
obesidad producida por la dieta y en términos mds generales cn la regulaciéon de la

adiposidad.

Las proteinas Nodal tienen funciones en la induccion y la formaciéon mesodérmica y
endodérmica, asi como en la organizacion subsecuente de las estructuras axiales, tal como
el corazdn y el estdmago, en la embriogénesis temprana. Se ha demostrado que el tejido
dorsal en el desarrollo de los embriones vertebrados contribuye predominantemente a las
estructuras axiales del notocordic y la placa y precordial mientras que recluta células
circundantes para formar estructuras embrionarias no axiales. Las protecinas Nodal parece
sefializar a través de receptores de tipo 1y de tipo II asi como de efectores intracelulares

conocidos como proteinas Smad. En estudios recientes se encuentra sustento a la idea de
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que ActRIIA y ActRIIB sirven como receptores de tipo II para las proteinas Nodal (Sakuma
et al, Genes Cells. 2002, 7:401-12). Se ha sugerido que los ligandos de las Nodal
interactian con sus co-factores (por cjemplo, cripto) para activar los receptores de tipo Iy
de tipo II de la activina, los cuales fosforilan Smad2. Las proteinas Nodal estan implicadas
en muchos eventos que son fundamentales para el desarrollo temprano del embrion
vertebrado, incluida la formacién mesodérmica, la formacion del patron anterior y la
especificacion axial izquierdo-derecho. La evidencia experimental ha demostrado que la
sefializacion Nodal activa pAR3-Lux, un reportero de luciferasa que ya se ha demostrado
que responde especificamente a la activina y a los TGF-beta. Sin embargo, la proteina
Nodal no estd en capacidad de inducir pTIx2-Lux, un reportero que responde
espccificamente a proteinas morfogénicas Oseas. Existen resultados recientes que
suministran evidencia bioquimica directa de que la sefializacion de las proyeinas Nodal estd
mediada por Smads de la ruta de activina- TGF-beta, Smad 2 y Smad 3. Hay evidencia
ademas de que se requiere la proteina extracelular cripto para la sefializacion de la proteina

Nodal, lo cual la diferencia de la sefializacion de la activina o de los TGF-beta.

El factor de crecimiento y diferenciacion-8 (GDF8) s¢ conoce también como
miostatina. El GDF8 es un regulador negativo de la masa muscular esquelética. E1 GDF8 se
expresa altamente en ¢l musculo esquelético en desarrollo y en el de adultos. La mutacién
nula de GDF8 en ratones transgénicos se caracteriza por una hipertrofia y una hiperplasia
marcadas del musculo esquelético (McPherron et al., Nature, 1997, 387:83-90). Se han
observado aumentos similares en la masa muscular esquelética en mutaciones de GDF8 que
se han presentado de manera natural en el ganado (Ashmore et al., 1974, Growth, 38:501-
507; Swatland and Kieffer, J. Anim. ScL, 1994, 38:752-757;, McPherron and Lee, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 94:12457-12461; y Kambadur et al., Genome Res., 1997,
7:910-915) y, notablemente, en humanos (Schuelke et al., N Engl ] Med 2004;350:2682-8).
Se ha observado también en estudios que el desgaste muscular asociado con VIH en
humanos se¢ manifiesta acompariado de aumentos en la expresion de la proteina GDF8
{Gonzalez-Cadavid et al., PNAS, 1998, 95:14938-43). Ademas, el GDF8 pucde modular la

produccién de enzimas especificas de los musculos (por ejemplo, la creatina quinasa) y
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modular la proliferacién de células mioblasticas (WO 00/43781). El propétido de GDF$
puede unirse de manera no covalente a un dimero del dominio GDF8 maduro desactivando
su actividad biolégica (Miyazono et al. (1988) J. Biol. Chem., 263: 6407-6415; Wakeficld
et al. (1988) J. Biol. Chem., 263; 7646-7654; y Brown et al. (1990) Growth Factors, 3: 35-
43). Otras proteinas que se unen a GDF8 u otras proteinas relacionadas estructuralmente y
que inhiben su actividad bioldgica son folistatina y, potencialmente, proteinas relacionadas

a la folistatina (Gamer et al. (1999) Dev. Biol,, 208: 222-232).

El factor de crecimiento y diferenciacion-11 (GDF11), también conocido como

BMP11, es una proteina secretada (McPherron et al., 1999, Nat. Genet. 22: 260-264). El.

GDF11 se expresa en el brote caudal, brote de los miembros, arcos maxilar y mandibular y
los ganglios espinales durante el desarrollo en ratones (Nakashima et al., 1999, Mech. Dev.
80: 185-189). El GDF11 desempeiia una funcioén especial en la formacién tanto del tejido
mesodérmico como del nervioso (Gamer et al, 1999, Dev Biol,, 208:222-32). Se ha
comprobado que el GDF11 es un regulador negativo de la condrogénesis y la miogénesis en
el desarrollo de las extremidades en los polluelos (Gamer ct al., 2001, Dev Biol. 229:407-
20). La expresién de GDF11 en el muasculo también apunta a su funcion en la regulacion
del crecimiento muscular de manera similar a la de GDF8. Ademas, la expresion de GDF11
en el cerebro indica que GDF11 puede también realizar actividades que se relacionan con la
funcion del sistema nervioso. Resulta interesante que se haya comprobado que el GDF11
inhibe la neurogénesis en el epitelio olfativo (Wu et al., 2003, Neuron. 37: 197-207). Por lo
tanto, ¢s probable que GDF11 tenga aplicaciones in vitro y en vivo para el tratamiento de
enfermedades tales como trastornos musculares y trastornos neurodegenerativos (por

ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica).

En ciertos aspectos, la presente invencion se refiere al uso de ciertos polipéptidos
ActRIIB (por ejemplo, polipéptidos solubles ActRIIB) para antagonizar la sefializacion de
los ligandos de ActRIIB en general, en cualquier proceso relacionado con la actividad de
ActRIIB. Alternativamente, los polipéptidos ActRIIB de la invenciéon pucden antagonizar

uno o mas ligandos de los receptores ActRIIB, como la activina (por ejemplo, activina A,
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activina B, activina C y activina E), GDF3, Nodal, GDF8 y GDF11, y puede por lo tanto se

til en el tratamiento de més trastornos.

Por lo tanto, la presente divulgacién contempla el uso de polipéptidos ActRIIB y
antagonistas de ActRIIB o ligandos de ActRIIB en el tratamiento o la prevenciéon de
trastornos o condiciones que se encuentran relacionadas con las actividades de adipocitos
termogénicos. Los ActRIIB o los ligandos de ActRIIB sc encuentran involucrados en la
regulacién de muchos procesos bioldgicos de vital importancia. Los ejemplo de trastornos o
condiciones metaboiicas incluyen, pero no se limitan a, el sindrome metabélico (también
conocido como sindrome X), diabetes, intolerancia a la glucosa, glucosa en ayunas alterada,
concentraciones de insulina plasmatica elevadas y resistencia a la insulina, dislipidemias,
hiperlipidemia, ingesta excesiva y bulimia, cancer de colon, préstata, seno, endometrio y
rifién, osteoartritis, apnea obstructiva del suefio, colelitiasis, cilculos de la vesicula biliar,
hipertensidn, trastornos cardiacos, ritmo cardiaco anormal y arritmias, infarto del
miocardio, insuficiencia cardiaca, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, angina
pectoris, muerte subita, trastorno ovarico poliquistico, craneofaringioma, sindrome de
Prader-Willi, sindrome de Frohlich, deficiencia de la hormona de crecimiento, talla baja de
variante normal, sindrome de Turner y otras condiciones patologicas que presente una
actividad metaboélica reducida o una disminucion en el gasto de energia en estado de reposo
como porcentaje del total de la masa libre de grasa, por ejemplo, leucemia linfoblastica
aguda infantil. Otros ejemplos son disfunciones sexuales y reporductivas (como por
ejemplo, infertilidad), hipogonadismo en hombres e hirsutismo en mujeres, trastornos de la
motilidad gastrointestinal (tal como el reflujo gastroesofagico vinculado con la obesidad),
trastornos respiratorios (como el sindrome de obesidad e hipoventilacion o sindrome de
Pickwick), trastornos cardiovasculares, infarto cerebral, trombosis cerebral, accidente
isquémico transitorio, inflamacién (como por ejemplo inflamacién sistémica del sistema
circulatorio), arteriosclerosis, hipercolesterolemia, academia hipertrica, esteatosis hepatica,
gota, trastornos de la vesicula biliar, trastornos ortopédicos y dolor lumbar. Estos trastornos
y condiciones se discuten mas adelante en la seccion de “Usos terapéuticos a manera de

gjemplo”.
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En general, los términos que s¢ emplean en esta especificacion se usan con el
significado comun que tienen en la técnica, dentro del contexto de esta invencién y en el
contexto especifico en el que se utiliza cada término. Més adelante o en otros momentos de
la especificacion se discuten ciertos términos con el fin de suministrar una guia adicional al
especialista en la descripcion de las composiciones y los métodos de la invencion y en
como producirlos y usarlos. El alcance o significado del uso de cualquier término se hara

evidente en el contexto especifico en que se utilice ese término.

“Cerca de” y “aproximadamente” significan siempre un grado de error aceptable
para la cantidad medida dada la naturaleza o la precision de las mediciones. Tipicamente,
los grados de error se ubican en un 20 por ciento (%), preferiblemente en un 10%, y méas

preferiblemente atn en un 5% de un valor o de un rango de valores determinado.

Alternativamente, y en especial en sistemas biologicos, los términos “cerca de” y
“aproximadamente” pueden referirse a valores medios que se ubican dentro de un orden de
magnitud, preferiblemente 5 veces y mas preferiblemente ain 2 veces un valor
determinado. Las cantidades numéricas que se surmimistran en el presente son aproximadas,
salvo que se indique lo contrario, lo cual significa que se entiendc tacitamente el término

“cerca de” o “aproximadamente” cuando no se enuncia explicitamente.

Los métodos de la invencidn pueden comprender pasos de comparacion de
secuencias, incluyendo la comparacién de secuencias de tipo silvestre con uno o mis
mutantes (variantes de secucncia). Tales comparaciones tipicamente comprenden
alineaciones de sccuencias de polimeros, como por cjemplo, el uso de programas y/o
algoritmos de alineacién de secuencias ampliamente conocidos en la técnica (por ejemplo,
BLAST, FASTA y MEGALIGN, para nombrar algunas). El experto pucde apreciar
inmediatamente que, en dichas alineaciones, en donde la mutacién conticne una insercion o
una eliminacion de residuos, la alineacién de la secuencia introduce una “brecha” (que
suele representarse con un guién largo o una “A”) en la secuencia del polimero que no

contiene el residuo insertado o eliminado.
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El término “diabetes”, tal como se usa en el presente, se refiere a la diabetes
mellitus no insulino-dependiente (DMNID, conocida también como diabetes de tipo 11). La
diabetes de tipo 1, o diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID), ¢s el resultado de una
deficiencia absoluta de insulina, la hormona que regula el uso de 1a glucosa. La diabetes de
tipo I1, es decir, diabetes mellitus no insulino-dependiente, se presenta con frecuencia a
causa de niveles normales o incluso elevados de insulina y parece ser causada por la
inhabilidad de los tejidos para responder adecuadamente a la insulina. La mayoria de los

diabéticos con tipo I son también obesos.

“Homologo™, en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas, se refiere
a la relacidn entre dos proteinas que poseen un “origen evolucionario comun”, incluyendo
proteinas de superfamilias en la misma especie de organismo, asi como a proteinas
homoélogas de diferentes especies de organismos. Tales proteinas (y sus acidos nucléicos
codificantes) tienen homologia secuencial, tal como se refleja en la similitud de sus
secuencias, bien sea en términos de identidad porcentual o por la presencia de residuos o

motivos especificos y de posiciones conservadas.

La “obesidad” es una condicién en la que hay exceso de grasa corporal. La
definicién operativa de obesidad est basada en el indice de masa corporal (IMC), calculada
como el peso corporal en kilos dividido por la estatura en metros cuadrados (kg/m?). La
“obesidad” se refiere a la condicion que haya sido diagnosticada como tal por un médico.
Un sistema estandar de medicion se describe de la siguiente manera para pacientes de
ascendencia europea, africana, indigena o hindi y se usa un sistema diferente para los
paclentes asidticos. Segln este sistema, ia obesidad se define como una condicién en un
paciente que en todos los demas aspectos es saludable pero tiene un IMC igual o mayor a
30 kg/m” o una condicion en la que un sujeto con por lo menos una co-morbilidad tiene un

IMC mayor o igual a 27 kg/m®.

El término “similitud en Ia secuencia” en todas sus formas gramaticales, sc refiere al
grado de identidad o correspondencia entre las secuencias de &cidos nucléicos o

aminoacidos, independientemente de si comparten un origen evolucionario comun.
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Sin embargo, en el uso corriente y en la aplicacién instantanea, el término
“homologo”, cuando se encuentra modificado por un adverbio tal como “altamente”, puede
referirse a una similitud en la secuencia, independientemente de si comparten un origen

evolucionario comun.

2. Polipéptidos ActRITB

En ciertos aspectos, esta invencién sc relaciona con variantes del polipéptido
ActRIIB (por ejemplo, polipéptidos solubles ActRIIB). Alternativamente, los fragmentos,
las variantes funcionales y las formas modificadas tienen actividades similares o idénticas
de sus polipéptidos ActRIIB de tipo silvestre correspondientes. Por ejemplo, una variante
ActRIIB de la invencion puede unirse a un ligando de ActRIIB e inhibir su funcidn (por
ejemplo, activina A, activina AB, activina B, activina C, activina E GDF3, Nodal, GDF8 o
GDF11). Alternativamente, un polipéptido ActR1IB modula los tejidos de crecimiento tales
como grasa, musculo, huesos o cartilago. Algunos ejemplos de ActRIIB son ¢l precursor
del polipéptido humano ActRIIB (SEQ ID NO: 2), y polipéptidos solubles ActRIIB
humanos (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1, 5, 6, 12, 14 y 17).

Esta divulgacioén identifica porciones y variantes de ActRIIB funcionalmente
activas. Los solicitantes han comprobado que una proteina de fusién Fc con la secuencia
divulgada por Hilden et al. (Blood. 1994 Apr 15;83(8):2163-70), que tiene una Alanina en
la posicioén que corresponde al aminoacido 64 de SEQ ID NO: 2 (A64), tiene una afinidad
relativamente baja por la activina y el GDF-11. En contraste, la misma proteina de fusion
Fc con una Arginina en la posicion 64 (R64) tiene una afinidad por la activina y el GDF-11
en el rango que va de nanomolar bajo a picomolar alto. Por lo tanto, se usa una secuencia
con un R64 como la secuencia de referencia de tipo silvestre para el ActRIIB humano en

esta divulgacion.

Attisano et al. (Cell. 1992 Jan 10;68(1):97-108) demostraron que una eliminacién
del nudo de prolina en el C-terminal del dominio extracelular de ActRIIB reduce la afinidad

del receptor por la activina. Una proteina de fusion ActRIIB-Fc que contenga aminoacidos

20-119 de SEQ ID NO:2, “ActRIIB(20-119)-Fc” tiene una capacidad de enlazamiento
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reducida al GDF-11 y la activina en contraste con una ActRIIB(20-134)-Fc, que incluye la
region del nudo de prolina y el dominio yuxta-membrana completo. Sin embargo, una
proteina ActRITB(20-129)-Fc retiene una actividad similar si bien algo reducida en relacion
con el tipo silvestre, aun cuando haya disrupcién de la region del nudo de prolina. Por lo
tanto, se espera que todos los dominios extracelulares de ActRIIB que se detienen en los
aminodcidos 134, 133, 132, 131, 130 y 129 sean activos, aun cuando los constructos que se
detienen en 134 o 133 pueden ser los més activos. De manera similar, no se espera que las
mutaciones de cualquiera de los residuos 129-134 alteren la afinidad de enlazamiento del
ligando por mérgenes muy amplios. Como apoyo a esta hipotesis, las mutaciones de P129 y
P130 no reducen de manera sustancial el enlazamiento del ligando. Por lo tanto, una
proteina de fusion ActRIIB-Fc puede terminar tan pronto como en el aminoacido 109 (la
cisteina final); sin embargo, se espera que las formas que terminan en o entre 109 y 119
tengan un reducido enlazamiento del ligando. El aminoacido 119 no se conserva bien y por
lo tanto se altera o trunca facilmente. Las formas que terminan en 128 o después retienen su
actividad de enlazamiento del ligando. Las formas que terminan en o entre 119 y 127
tendran una capacidad de enlazamiento intermedia. Cualquiera de estas formas puede ser

usada, segiin sea el contexto clinico o experimental.

En el N-terminal de ActRIIB, se espera que una proteina que comienza en el
aminoacido 29 o antes retendra la actividad de enlazamiento del ligando. El aminoacido 29
representa la cisteina inicial. Una mutacion de alanina a asparagina en la posicion 24
introduce una secuencia de glicosilacion N-vinculada sin afectar sustancialmente el
enlazamiento del ligando. Esto confirma que las mutaciones en la regién entre la escision
del péptido de seiial y la region de enlazamiento cruzado de la cisteina, que corresponden a
los aminodcidos 20-29, son bien toleradas. En particular, los constructos que comienzan en
la posicion 20, 21, 22, 23 y 24 retendran la actividad y se espera que los constructos que

comienzan en las posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 también retengan la actividad.

En conjunto, una porcion activa de ActRITB comprende los aminodcidos 29-109 de
SEQ ID NO:2, y los constructos pueden comenzar, por ejemplo, en un residuo que

corresponda a los aminodcidos 20-29 y terminar en una posicién que corresponda a los
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aminodcidos 109-134. Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una posicién
que va de 20-29 o de 21-29 y terminan en una posicién que va de 119-134 o de 119-133 o
de 129-134 o de 129-133. Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una
posicion que va de 20-24 (o de 21-24, o de 22-25) y terminan en una posicion que va de
109-134 (o de 109-133), de 119-134 (0 de 119-133) o de 129-134 (o de 129-133). También
se contemplan variantes dentro de estos rangos, especialmente aquellas que tenga una
identidad de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% con la porcion correspondiente de
SEQ ID NO:2.

La divulgacion incluye los resultados de una andlisis de estructuras compuestas de
ActRIIB que demuestra que el bolsillo de enlazamiento del ligando es definido por los
residuos Y31, N33, N35, L38 hasta T41, E47, E50, Q53 hasta K55, L57, H58, Y60, S62,
K74, W78 hasta N83, Y85, R87, A92 y E94 hasta F101. En estas posiciones se espera que
se toleren las mutaciones convencionales, aun cuando la mutacion K74A es bien tolerada,
al igual que R40A, K55A, F82A y las mutaciones en la posicién L79. R40 cs una K en
Xenopus, lo cual indica que los aminoécidos basicos en esta posicion seran tolerados. Q53
¢s R en el ActRIIB bovino y K en el ActRIIB del género Xenopus, y por lo tanto los
aminoacidos que incluyen R, K, Q, N y H seran tolerados en esta posicion. Por lo tanto, una
formula general de una proteina variante de¢ ActRIIB es una que comprende los
aminoacidos 29-109, pero opcionalmente comenzando en una posicion que oscila entre 20-
24 0 22-25 y terminando en una posicién que oscila entre 129-134, y comprende no més de
1,2,5,10 0 15 cambios convencionales de aminodcidos en el bolsillo de enlazamiento del
ligando y cero, una o mds alteraciones no convencionales en las posiciones 40, 53, 55, 74,
79 y/o 82 en ¢l bolsillo de enlazamiento del ligando. Una proteina de ese orden puede
retener una identidad de secuencia de mas del 80%, 90%, 95% o 99% con respecto a una
secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO:2. Los sitios por fuera dcl bolsillo de
enlazamiento en los que la variabilidad puedc ser particularmente bien tolerada incluyen los
terminalcs amino y carboxi del dominio extracelular (como se indicé anteriormente), y las
posiciones 42-46 y 65-73. Una alteracion de asparagina a alanina en la posicién 65 (N65 A)

efectivamente mejora el enlazamiento de los ligandos en el fondo A64, y por lo tanto no se
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espera que tenga un cfecto nocivo sobre el enlazamiento del ligando en cl fondo R64. Este
cambio probablemente elimina la glicosilacion en N65 en el fondo, con lo cual se
demuestra que es probable que sc tolere un cambio significativo en esta region. Mientras
que un cambio R64A no es bien tolerado, un R64K es bien tolerado, y por lo tanto otro

residuo bésico, como H puede ser tolerado en la posicion 64.

ActRIIB se conserva bien en casi todos los vertebrados, y largas porciones del
dominio extracelular se conservan completamente. Muchos de los ligandos que se enlazan a
ActRIIB también se conservan muy bien. En consecuencia, las comparaciones de las
secuencias de AcCtRIIB de varios organismos vertebrados brindan luces acerca de los
residuos que pueden ser alterados. Por lo tanto, una variante humana activa de ActR1IB
puede incluir uno o mas aminodcidos en las posiciones correspondientes de la secuencia de
ActRIIB de otro vertebrado, o puede incluir un residuo que es similar al que se encuentra
en la secuencia humana o de otro vertebrado. Los siguientes ejemplos ilustran esta forma de
abordar la definicién de una variante activa de ActRIIB. L46 ¢s una valina en el ActRIIB
de los Xenopus, y por lo tanto se puede alterar esta posicion y sc puede alterar
opcionalmente a otro residuo hidrofobo, tal como V, 10 F, 0 a un residuo no polar como A.
E52 es K en los Xenopus, lo cual indica que este sitio posiblemente tolera una gran
variedad de cambio, incluyendo residuos polares, tales como E, D, K, R, H, S, T,P, G, Yy
probablemente A. T93 es K en los Xenopus, lo cual indica que se tolera una amplia
variacion estructural en esta posicion, favoreciendo los residuos polares tales como S, K, R,
E,D.H,G,P,GeY.F 108 es Y en los Xenopus, y por lo tanto Y u otro grupo mdrdfobo,
tal como I, V o L, deberia ser tolerado. E111 es K en los Xenopus, lo cual indica que los
residuos cargados seran tolerados en esta posicion, incluyendo D, R, K y H, asi como Q y
N. R112 es K en los Xenopus, lo cual indica que los residuos bésicos son tolerados en esta
posicion, incluyendo R y H. A en la posicién 119 se conserva relativamente mal y aparece
como P en los roedores y como V en los Xenopus, con lo cual basicamente cualquier

aminoacido deberia ser tolerado en esta posicion.

Esta divulgacion demuestra que la adicién de un sitio de glicosilacion N-vinculada

adicional (N-X-8/T) aumenta la vida media en el sucro de un proteina de fusion ActRIIB-
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Fc en relacién a una forma ActRIIB(R64)-Fc. Al introducir una asparagina en la posicién
24 (constructo A24N), se crea una secuencia NXT que proporciona una vida media més
larga. Otras secuencias NX(T/S) se encuentran en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aun cuando
esta ultima puede no llegar a ser glicosilada eficientemente con R en la posicion 64. Por lo
general se pueden introducir secuencias N-X-S/T en posiciones por fuera del bolsillo de
ligandos. Algunos de los sitios que se prestan especialmente para introductr secuencias N-
X-S/T no endégenas son los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134 o 129-
134, Las secuencias N-X-S/T también se pueden introducir e¢n el vinculador entre la
secuencia de ActRIIB y el Fc y otro componente de fusion. Un sitio de ese orden se puede
introducir con un minimo esfuerzo por medio de la introduccion de N en la posicion
correcta con respecto a una S o T preexistente, o por medio de la introducciondeun S o T
en una posicidén que le corresponderia a un N preexistente. Asi, las alteraciones deseables
que crearjan un sitio de glicosilacién N-vinculada son: A24N, R64N, S67N (posiblemente
combinada con una alteracién de N65A), E106N, R112N, G120N, E123N, P129N, A132N,
R1125 y R112T. Cualquier S del cual se pueda esperar glicosilacién puede ser alterado a un
T sin que se cree un sitio inmunogénico, a causa de la proteina que se genera a partir de la
glicosilacion. De la misma manera, un T del cual se pueda esperar glicosilacién puede ser
alterado a un S. asi, se contemplan las alteraciones S67T y S44T. De la misma manera, cn
una variante A24N, se puede usar una alteracion de S26T. En consecuencia, una variante de
ActRIIB puede contener una o més secuencias adicionales de glicosilaciéon N-vinculante no

endogenas.

La posicion L79 puede ser alterada para producir propiedades de enlazamiento de
activina- miostatina (GDF-11) alteradas. L79A o L79P reduce ¢l enlazamiento de GDF-11
en mayor grado que el enlazamiento de activina. L79E o L79D retiene el enlazamiento de
GDF-11. Es de anotar que las variantes L79E y L79D han reducido en gran medida el
enlazamiento de activina. En experimentos in vivo se ha observado que estos receptores no-
activina retienen un habilidad significativa para aumentar la masa muscular pero muestran
efectos reducidos en otros tejidos. Estos datos demuestran que ¢s deseable y factible

obtener polipéptidos con efectos reducidos sobre la activina.
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Las variaciones que se han descrito se pueden combinar de diversas maneras.
Adicionalmente, los resultados del programa de mutagénesis que se describe en el presente
indican que hay posiciones de aminoacidos en ActRIIB que con frecuencia conviene
conservar. Entre éstas se cuentan la posicion 64 (aminoédcido basico), la posicidén 80
(aminoacido 4cido o hidréfobo), la posicion 78 (hidréfobo, y particularmente triptofan),
posicion 37 (&cido, particularmente acido aspértico o glutdmico), posicién 56 (aminodcido
basico), posicion 60 (aminoacido hidréfobo, especialmente fenilalanina o tirosina). Asi, en
cada una de las variantes que aqui se divulgan, la divulgaciéon proporciona un marco de
aminoacidos que pueden ser conservados. Otras posiciones que puede ser deseabic que se
conserven son las siguientes: Ia posicién 52 (aminoacido cido), la posicion 55 (aminoacido
bésico), la posicion 81 (4cido), 1a posicién 98 (polar o cargado, particularmente y E, D, R o
K).

En un modo de realizacién, se pueden obtener fragmentos aislados de polipéptidos
ActRIIB por medio del tamizaje recombinado de polipéptidos producidos a partir del
fragmento correspondiente del 4cidos nucléicos que codifica un polipéptido ActRIIB (por
gjemplo, SEQ ID NOs: 3 y 4). Ademds, los fragmentos pueden ser sintetizados
quimicamente empleando técnicas conocidas entre los expertos en el tema, tales como la
quimica convencional de sintesis f-Moc o t-Boc en fase solida de Merrifield. Los
fragmentos se pueden producir (recombinadamente o por sintesis quimica) y se pueden
someter a prucba para identificar ¢sos fragmentos de peptidil que puedan funcionar, por
ejemplo, como antagonistas (inhibidores) o agonistas (activadores) de una proteina
ActRIIB o de un ligando de ActRIIB.

En un modo de realizacién, una variante funcional de los polipéptidos ActRIIB tiene
una secuencia de amino4cidos que es idéntica en por lo menos un 75% a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6, 12, 14 y 17. En ciertos casos, la
variante funcional tienc una secuencia de aminoacidos que es idéntica cn por lo menos un
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de entre las SEQ ID NOs: 1,2, 5,6, 12, 14y 17.
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En un modo de realizacidn, la presente invencién contempla la produccion de
variantes funcionales por medio de la modificacién de la estructura de polipéptido ActRIIB
para fines tales como el mejoramiento de la eficacia o la estabilidad terapéutica (por
ejemplo, ex vivo vida util y resistencia a la degradacion proteoiitica en vive). También se
pueden producir polipéptidos ActRIIB por medio de, por ejemplo, sustitucidn, eliminacion
0 adicién de aminoécidos. Por ejemplo, estd dentro de la logica de los procedimientos que
la sustitucién aislada de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartate por un
glutamato, una treonina por una serina o una sustitucion de un aminodcido por un
aminoacido estructuralmente relacionado (como es el caso de las mutaciones
convencionales) no tendrd un efecto importante en la actividad biolégica de la molécula
que resulta del proceso. Las sustituciones convencionales son aquellas que tienen lugar
dentro de una familia de amino4cidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Se
puede determinar facilmente si un cambio en una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido ActRIIB produce como resultado un homologo funcional evaluando la
habilidad de la variante del polipéptido ActRIIB para generar una respuesta en células que
sea similar a la del polipéptido ActRIIB de tipo siivestre, o para enlazarse a uno o mas
ligandos, tal como la activina (por ejemplo, activina A, activina B, activina C y activina E),

Nodal, GDF3, GDF-11, o miostatina en un modo similar al del tipo silvestre.

En un modo de realizacion, la presente invencién contempla mutaciones especificas
de los polipéptidos ActRIIB como para alterar la glicosilacion del polipéptido. En la SEQ
1D NO: 2 se ilustran gjemplos de sitios de glicosilacion en polipéptidos ActRIIB. Se pueden
seleccionar tales mutaciones con el fin de introducir o eliminar uno o mas sitios de
glicosilacién, tales como sitios de glicosilacién O-vinculada o N-vinculada. Por lo general
los sitios de reconocimiento de glicosilacion asparagina-vinculada comprenden una
secuencia tripéptida, asparagina-X-treonina (en donde “X” es cualquier aminoacido) que es
reconocida especificamente por las enzimas apropiadas de glicosilacion celular. La
alteracion también se puede realizar por medio de la adicion de, o la sustitucion por, uno o
mas residuos de serina o treonina a la secuencia del polipéptido ActRIIB de tipo silvestre

(para los sitios de glicosilacion O-vinculada). Una variedad de sustituciones o
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eliminaciones de aminodcidos en una o ambas de la primera a tercera posiciones de un
lugar de reconocimiento de la glicosilacion (y/o la eliminacion del aminodcido en la
segunda posicion) produce como resultado una no-glicosilacién en la secuencia tripéptida
modificada. Otra manera de aumentar el niimero de grupos funcionales de carbohidratos en
un polipéptido ActRIIB es por medio del acoplamiento quimico o enzimético-de glicosidos
al polipéptido ActRIIB. Seg(in sea el modo de acoplamiento que se¢ utilice, el (las)
azucar(es) puede(n) adherirse a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c)
grupos sulfhidrilos libres, tales como los de la cisteina; (d) grupos hidroxilo libres, tales
como los de la serina, treonina, o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos como los de la
fenilalanina, tirosina, o triptofan; o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos
aparecen descritos en WO 87/05330 publicada en Sep. 11, 1987, y en Aplin y Wriston
(1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306, y se incorporan a la presente por medio de
la referencia. La eliminacion de uno o mas grupos funcionales de carbohidratos que se
encuentran presentes en un polipéptido ActRIIB se puede realizar quimica y/o
enzimaticamente. La deglicosilaciéon quimica puede consistir en, por ¢jemplo, exposicion
del polipéptido ActRIIB al compuesto acido trifluorometansulfonico, o un compuesto
equivalente. Este tratamiento produce la escision de la mayoria o de todos los azucares
excepto el azlcar enlazante (N-acetilglucosamina o N- acetilgalactosamina), a la vez que
deja intacta ]a secuencia de aminoacidos. La deglicosilacién quimica aparece descrita en
mas detalle en Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y en Edge et al.
(1981) Anal. Biochem. 118:131. Se puede obtener la escisiéon enzimdtica de los grupos
funcionales de carbohidrato de los polipéptidos ActRIIB por medio de una variedad de
endo- y exo- glucosidasas tal como lo describen as Thotakura et al. (1987) Meth. Enzymol.
138:350. Sc puede ajustar la secuencia de un polipéptido ActR1IB, cuando se requiera,
segun sca el tipo de sistema de expresion que se utilice, pues las células de mamiferos, de
levadura, de insectos o de plantas pueden introducir diferentes patrones de glicosilacion que
pueden verse afectados por la secuencia de aminoédcidos del péptido. En general, las
proteinas ActRIIB que se van a usar en humanos seran expresadas en una célula de

mamifero que perita una correcta glicosilacién, tal como las lineas celulares HEK293 o
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CHO, aun cuando se espera que otras lineas celulares de expresion de mamiferos pueden

también ser apropiadas.

Esta divulgacion contempla ademds un método para generar variantes,
especialmente conjuntos de variantes combinatorias de un polipéptide ActRIIB,
incluyendo, opcionalmentc, variantes truncadas; las agrupaciones de mutantes
combinatorias son especialmente adecuadas para identificar las secuencia de variantes
funcionales. La finalidad de tamizar esas bibliotecas combinatorias puede ser la de generar,
por gjemplo, variantes de polipéptidos ActRIIB que tengan propiedades alteradas, tal como
farmacocinética alterada o enlazamiento a ligando alterado. Mas adelante se suministra una
variedad de pruebas de tamizaje y tales pruebas se pueden emplear para evaluar las
variantes. Por ejemplo, una variante de polipéptido ActRIIB puede ser tamizada para
establecer la habilidad de enlazarse a un polipéptido ActRIIB con ¢l fin de evitar el

enlazamiento de un ligando de ActRIIB a un polipéptido ActRIIB.

También se puede someter a prueba la actividad de un polipéptido ActRIIB o de sus
variantes en ensayos celulares o en vivo. Por ejemplo, se puede evaluar ¢l efecto de una
“variante de polipéptido ActRIIB en la expresién de genes involucrados en la diferenciacion
o funcion de adipocitos (por ejemplo, UCP-1). Esto se puede realizar, segin se requicra, cn
la presencia de una o més proteinas recombinantes de ligandos de ActRIIB (por ejemplo,
GDF8), v se pueden transfectar las células para producir un polipéptidc ActRIIB y/o
variantes del mismo vy, opcionalmente, un ligando de ActRIIB. De manera similar, un
polipéptido ActRIIB puede ser administrado a un ratén u otro animal, y sc puede evaluar
una o mas propiedades de los adipocitos, tal como la termogénesis de adipocitos marrdn.
Igualmente, se puede hacer una prucba de la actividad de un polipéptido ActRIIB o de sus
variantes en células grasa, células musculares, células éseas y células neuronales para
establecer ¢l efecto en ¢l crecimiento de estas células aplicando, por ejemplo, las pruebas
que se describen mas adelante. Tales pruebas son bien conocidas y son usadas
rutinariamente por los expertos en el tema. Se puede utilizar un gen reportero que responda
a SMAD en dichas lineas celulares para monitorear los efectos de la sefializacién corriente

abajo
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Se pueden generar variantes derivadas combinatoriamente que tengan una potencia
selectiva con respecto a los polipéptidos ActRIIB que se presentan en la naturaleza, Tales
proteinas variantes, cuando sc expresan a partir de constructos recombinantes de ADN,
pueden ser utilizadas en protocolos de terapia genética, Igualmente, la mutagénesis puede
dar lugar a variantes que tienen vidas medias intracelulares radicalmente distintas a las del
polipéptido ActRIIB de tipo silvestre correspondiente. Por ejemplo, la proteina alterada
puede hacerse mas estable o menos estable ante la degradacion proteolitica u otras procesos
que llevan a la destruccion o por lo menos a la inactivacion de un polipéptido ActRIIB
nativo. Tales variantes, y los genes que las codifican, pueden ser utilizadas para alterar los
niveles de polipéptido ActRIIB por medio de la modulacién de la vida media de los
polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, una media vida corta puede dar lugar a efcctos
biologicos mas transitorios y, cuando forma parte de un sistema de expresion inducible,
puede permitir un control mas estrecho de los niveles de polipéptido ActRIIB recombinante

dentro de la célula,

En un modo de realizacién, los polipéptidos ActRIIB de la invencién pueden
comprender asimismo modificaciones post-translacionales ademas de las que ya se
encuentran presentes en los polipéptidos ActRIIB. Tales modificaciones incluyen, pero no
se limitan a, acetilacion, carboxilacion, glicosilacion, fosforilacidn, lipidacion y acilacion.
Por consiguiente, los polipéptidos ActRIIB modificados pueden contener elementos no
aminoacidos, tal como polietilenglicoles, lipidos, poli 0 mono sacaridos y fosfatos. Los
efectos de tales elementos no aminoacidos en la funcionalidad de un polipéptido ActRITB
pueden probarse de la misma mancra que se describe aqui para otras variantes de
polipéptidos ActRIIB. Cuando se produce un polipéptido ActRIIB en células por medio de
la escision de una forma naciente del polipéptido ActRIIB, puede ser necesario un
procesamiento post-translacional para corregir ¢l plegamiento y/o la funcién de la proteina.
Las células (tales como CHO, HeLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 o HEK293) ticnen cada
una su propia maquinaria celuiar y mecanismos especificos para realizar tales actividades
post- translacionales y se pueden clegir para asegurara la modificacion y el procesamiento

correcto de los polipéptidos ActRIIB.
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En ciertos aspectos, las variantes funcionales o las formas modificadas de los
polipéptidos ActRIIB incluyen proteinas de fusion que tienen por lo menos una porcion de
los polipéptidos ActRIIB y uno o mas dominios de fusién. Algunos ejemplos ampliamente
conocidos de tales dominios de fusion incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-
Glu, glutationa S transferasa (GST), tioredoxina, proteina A, protecina G, una region
constante de cadenas pesadas de inmunoglobulina (por ejemplo, un Fc), proteina de union a
maltosa (MBP), o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusion para
conferir la propiedad deseada. Por ¢jemplo, algunos dominios de fusion son especialmente
utiles para aislar las proteinas de fusion mediante cromatografia de afinidad. Para efectos de
la purificacién de afinidad, se utilizan matrices relevantes para la cromatografia de afinidad,
tales como resinas conjugadas de glutacion, amilasa y niquel o cobalto. Muchas matrices de
este tipo estan disponibles en forma de un "kit", tal como ¢l sistema de purificacion de GST
de Pharmacia y el sistema QIAexpress ™ (Qiagen) util con participantes en la fusién
(HIS6). A manera de ejemplo adicional, se puede seleccionar un dominio de fusion para
facilitar la deteccion de polipéptidos ActRIIB. Ejemplos de tales dominios de deteccion
incluyen las varias proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP) asi como “etiquetas de
epitopo™, que suelen ser secuencias cortas de péptidos para los cuales hay un anticuerpo
disponible. Ejemplos bien conocidos de etiquetas de epitopos para las que estan facilmente
dispombles anticuerpos monoclonales especificos incluyen ectiquetas FLAG, de
hemaglutinina del virus de la gripa (HA) y de c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusion tienen un sitio de escision de proteasa, tal como para el Factor Xa o Trombina, que
permite que la proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de fusion y gracias a
ellos libere las proteinas recombinantes que se generan. Las proteinas liberadas pueden
luego separarse del dominio de fusion mediante una separacién cromatografica. En cierta
realizacion preferida, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio que cstabiliza el
polipéptido ActRIIB en vivo (un dominio “estabilizador™). Se entiende por “estabilizador”
cualquier cosa que aumente la vida media sérica, independientemente de si esto sucede
porque hay una disminucién de la destruccion, de la limpieza que produce el rifidon o a

causa de cualquier otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con una porcién Fe
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de una inmunoglobulina conficren propiedades farmacocinéticas deseables a un amplio
rango de proteinas. Igualmente, las fusiones con albiimina sérica humana pueden otorgar
propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusion que se pueden seleccionar
incluyen dominios de multimerizacién (por ejemplo, dimerizacion, tetramerizacién) y
dominios funcionales (que confieren una funcién bioldgica adicional, tal como

estimulacion de! crecimiento muscular).

Para usar un ejemplo especifico, esta invencion se refierc a una proteina de fusion
como un antagonista GDF8 que comprende un dominio extracelular {por ejemplo, GDF8-
enlazante) fusionado a un dominio Fc (por ¢jemplo, SEQ ID NO: 13).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWD  (A) VSHEDPEVKFNWYYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A} VSNKALPVPIE
KTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGPFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK

Alternativamente, el dominio Fc tiene una o0 mas mutaciones en residuos tales como
Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En ciertos casos, el dominio Fc mutante que tenga una o
mis de estas mutaciones (por ejemplo, una mutacién Asp-265) presenta una habilidad
reducida para enlazarse con el receptor Fcy en comparacion con un dominio Fe de tipo
silvestre. En otros casos, el dominio Fc mutante que tenga una o mas de estas mutaciones
(por ejemplo, una mutacién Asn-434) tiene una habilidad aumentada de enlazarse con el
receptor Fc asociado a un MHC clase 1 (FcRN) en comparacion con un dominio Fe de tipo

silvestre.

Se entiende que se pueden distribuir diferentes elementos de las proteinas de fusion
de orbicularis oculi tal que se corresponda con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un
polipéptido ActRIIB puede posicionarse C-terminal con respecto a un dominio heterélogo
o, alternativamente, un dominio heterdlogo puede posicionarse C-terminal con respecto a
un polipéptido ActRIIB. El dominio del polipéptido ActRIIB y el dominio heterologo no
requicren ser adyacenies en una proteina de fusién y se pueden incluir dominios o
secuencias de aminodcidos c-terminal o N-terminal adicionales a cualquiera de los

dormnios o entre los dominios.
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En un modo de realizacion, los polipéptidos ActRIIB de la presente invencion
contienen una o méas modificaciones que son capaces de estabilizar los polipéptidos
ActRIIB. Por ejemplo, tales modificaciones mejoran la vida media in vitro de los
polipéptidos ActRIIB, mejoran la vida media circulatoria de los polipéptidos ActRIIB o
reducen la degradacién proteolitica de los polipéptidos ActRIIB. Tales modificaciones
estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusion {como, por ejemplo, las
proteinas de fusion que comprende un polipéptido ActRIIB y un dominio estabilizador),
modificaciones de un sitio de glicosilacidn (como, por ejemplo, la adicion de un sitio de
glicosilacion a un polipéptido ActRIIB) y meodificaciones de un grupo funcional de
carbohidratos (como, por ejemplo, la eliminacién de grupos funcionales de carbohidratos
de un polipéptido ActRIIB). En ¢l caso de protecinas de fusion, un polipéptido ActRIIB se
fustona con un dominio estabilizador tal como una molécula IgG (por ejemplo, un dominio
Fc). Tal como se usa en el presente, el término “dominio estabilizador” no solo se refiere a
un dominio de fusidn (por ejemplo, un dominio Fc) como en el caso de proteinas de fusién,
sino que también incluye modificaciones no proteindceas tal como un grupo funcional de

carbohidratos, o un polimero no proteinaceo, tal como polietilén glicol.

En un modo de realizacion, la presente invencién se refiere a formas aisiadas y/o
purificadas de lo polipéptidos ActRIIB, que se separan, o s¢ encuentran de alguna otra

manera libres, de otras proteinas.

En un modo de realizacién, los polipéptidos ActRIIB de lIa invencion (modificados
o no modificados) se pueden producir medianie una variedad de técnicas conocidos por
aquellos versados en la materia. Por e¢jemplo, dichos polipéptidos ActRIIB pueden ser
sintctizados utilizando técnicas estandar de quimica proteica como las que se describen en
Bodansky, M. Principles of Peptide Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) y Grant G.
A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman and Company, New York
(1992). Ademas, se puede obtener comercialmente sintetizadores automatizados de
péptidos (por ejemplo, Advanced ChemTech Model 396; Milligen/Biosearch 9600).
Alternativamente, se pueden producir polipéptidos ActRIIB, fragmentos o variantes de los

mismos recombinadamente utilizando varios sistemas de expresion (por ejemplo, E. coli,
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células derivadas del ovario del hédmster chino, células COS, baculovirus) como es bien
conocido entre aquellos versados en la materia (ver también mas adelante). En una
realizacion adicional, se pueden producir los polipéptidos ActRIIB modificados o no
modificados mediante la digestién de polipéptidos ActRIIB completos bien sea que se
presenten asi en la naturaleza o sean producidos recombinadamente mediante el uso, por
gjemplo, de una proteasa, como ftripsina, termolisina, quimotripsina, pepsin, o la enzima
convertidora de aminodcidos bésicos parcados (PACE, por sus sigla en inglés). Se puede
realizar un andlisis computacional (utilizando software disponible comercialmente, como
MacVector, Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.) para identificar sitios de escisién
proteolitica. Alternativamente, se pueden producir estos polipéptidos ActRIIB de
polipéptidos ActRIIB completos bien sea quec se presenten asi en la naturaleza o sean
producidos recombinadamente utilizando técnicas ampliamente conocidas por aquellos
versados en la materia, como la escisién quimica (por ejemplo, bromuro de ciandgeno,

hidroxilamina).

3. Acidos nucléicos que codifican polipéptidos ActRIIB

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a acidos nucléicos aislados y/o
recombinantes que codifican cualquiera de los polipéptidos ActRIIB {por ejemplo,
polipéptidos solubles ActRIIB), incluidas cualquiera de las variantes que se divulgan en el
presente. Por ejemplo, la siguiente secuencia codifica un precursor humano de polipéptido
ActRIIB que se presenta en la naturaleza (SEQ ID NO: 4) (nucleétidos 5-1543 de
NM_001106, 1539 bp):

atgacggegeectgggtggccctegecctectctgggpategctgtepeccggetetggacpiopooagectpagacacgggagtgcatetacta
caacgccaactgggagetggagegeaccaaccagageggectggagegctgegaaggegageaggacaageggcetgeactgetacgeetect
ggegeaacagetetggeaceatcgagetegtgaagaagpgetgctggotagatgacticaactgctacgataggeaggagtatptooccactgag

gagaacccecaggtgtacttctgetgotgtoaapgcaacttctgeaacgagegettcacteatttgecagaggetggeapeccgpaagtcacgtac

gageecacccecgacageecccacectgetcacggtgotggectacteactgetgeccalegggpgcctttcecteategtectgetgeectitiggat
gtaccggeatcgeaageccceetacggteatgtggacatecatgaggacectgggectecaccaccatccoctotggtgggectgaagecactgea
getgotggagatcaaggeteggggacgetttgpctgtaictggaaggcccagetecatgaatgacttigtagetgicaagatettcceactecaggaca
agcagtegtggcagagtgaacgggagatcticageacacciggeatgaageacgagaacctgetacagticatigetgecgagaagegaggctee
aacctcgaagtagagetgtggctcatcacggecttecatgacaagggcicecteacggattacetcaaggggaacatcatcacatggaacgaactgt
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gtcatgtagcagagacgatgtcacgaggecicteatacctgcatgaggatgteccetggigecgtggegagegaccacaageegictatigeccaca
gggacttiaaaagtaagaatgtattgctpaagagegaccteacageogtgetgpctgactitggettgeetgitcgatttgagecagggaaaccicea
ggegacacccacggacaggtagecacgagacggtacatggetectgaggtectcgagggagecatcaacttccagagagatgecettectgegea

ttgacatgiatgccatgppgttggtectgtggeapctigtptetcgetgeaaggctgeagacggaceegtggatgagtacatgctgecctitgaggaa
gagattggecageaceettegttggaggagetgcagaapetestoptpcacaagaagatgagocccaccattaaagateactggttgaaacacee

gggcctggeccagetitgtataaccategappagtpctgpoaccatgatgcagaggctcgctigtcegeggpetgigtpgaggageggatatecet
gattcggaggicggicaacggceactaccteggactgictegittccetggigacctctgicaccaatgtggacctgeccectaaagagtcaageatcta
a

La siguientes secuencia codifica un polipéptido soluble ActRIIB (extracelular)

humano (SEQ ID NO: 3) (348 bp).

tetggpcgtepppagpctpagacacggpagtpcatctactacaacgecaactgggagetggagegeaccaaccagageggectggagegotac
gaaggcgagceaggacaageggctgcactgetacgectoctggepcaacagetctgpeaccatcgagetcgtgaagaaggpctgctgpctagatg
acltcaactgetacgataggeaggagtgigtegccactgaggagaacccccaggtgtactictgetgetgtgaaggeaactictgeaacgagegett
cactcatttgecagaggctggggocecggaagteacgtacgagecacccecgacagee ceccace
Los acidos nucléicos en cuestion pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Tales
acidos nucléicos pueden ser moléculas de ADN p ARN. Estos acidos nucléicos se pueden
usar en, por ejemplo, meétodos para producir polipéptidos ActRIIB o como agentes

terapéuticos directos (por ejemplo, en un enfoque de terapia genética).

En ciertos aspectos, se entiende que los acidos nucléicos que codifican polipéptidos
ActRIIB incluyen é4cidos nucléicos que son variantes de SEQ ID NO: 3. Las secuencias dc
variantes de nucleotidos incluyen secuencias que se diferencian en una o mas sustituciones,
adiciones o eliminaciones de nucleotidos, tales como variantes alélicas; e incluiran por lo
tanto secuencias de codificacién que se diferencia de la secuencia de nucledtidos de la

secuencia de codificacion designada en SEQ ID NO: 4.

En un modo de realizacion, la invencion e refiere a secuencias de acidos nucléicos
aislados o recombinantes que son idénticas en por o menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% o 100% a SEQ ID NO: 3. Una persona versada en la materia reconoce las
secuencias de acidos nucléicos complementarias a SEQ ID NO: 3; las variantes de SEQ 1D
NO: 3 también se encuentran dentro del alcance de esta invencion. En otros modos de

realizacion, las secuencias de acidos nuciéicos de la invencion pueden ser aisladas,
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recombinadas y/o fusionadas con una secuencia heteréloga de nucledtidos o en una
biblioteca de ADN. Por ejemplo, la invencidn se refierc a secuencias de acidos nuciéicos
aisladas o recombinantes que son idénticas en por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,

98%, 99% 0 100% a SEQ ID NO: 10 0 15.

En otros modos de realizacion, los acidos nucléicos de la invencién también
incluyen secuencias de nucledtidos que se hibridan bajo condiciones bajo rigurosas
condiciones a una secuencia de nucledtidos designada en SEQ ID NO:3, secuencias
complementarias de SEQ ID NO: 3, o fragmentos de éstas. Tal como se ha anotado
anteriormente, una persona versada en la materia comprenderd rapidamente que es posible
variar las condiciones rigurosas apropiadas que promueven la hibridacion de DNA. Por
¢jemplo, sc puede realizar una hibridacion a 6.0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a
cerca de 45° C, seguida de un lavado de 2.0 x SSC a 50° C. por ¢jemplo, se puede
seleccionar la concentracion de sal en ¢l paso del lavado de una baja rigurosidad de cerca
de 2.0 x SSC a 50° C a una alta rigurosidad de cerca de 2.0 x SSC a 50° C. Ademas, la
temperatura en el paso del lavado se puede aumentar de condiciones de baja rigurosidad a
temperatura ambiente, cerca de 22° C, a condiciones de alta rigurosidad a cerca de 65° C.
tanto la temperatura como la sal pueden variarse, o la temperatura o la concentracion de la
sal pueden mantenerse constantes mientras que se¢ cambia la otra variable. En una
realizacion, la invencion se refiere a acidos nucléicos que se hibridan en condiciones de
baja rigurosidad de .6 x SSC a temperatura ambiente seguida de un lavado a 2 x SSC a

temperatura ambiente.

También se encuentran dentro del alcance de esta invencidon acidos nucléicos
aislados que difieren de acidos nucléicos tal como aparecen en SEQ ID NO: 3 debido a una
degeneracion en el codigo genético. Por ejemplo, si un nimero de aminodcidos son
designados por mas de una triada. Codones que especifican el mismo aminoédcido, o
sindnimos (por ejemplo, CAU y CAC son sinénimos de histidina) puede resultar en
mutaciones “silenciosas” que no afectan la secuencia de aminoécidos de la proteina. Sin
embargo, se espera que en las células de mamiferos existan polimorfismos de la secuencia

de ADN que conducen a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas sujeto.
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Una persona versada en la materia reconocera que entre individuos de una cierta especie se
pucden presentar esas variaciones en uno o mas nucledtidos (hasta cerca de 3-5% de los
nucledtidos) de los dcidos nucléicos que codifican una proteina particular debido a una
variacién alélica natural. Todas y cualquicra de las variaciones de nucledtidos y los
polimorfismos de aminoacidos que resultan de ellas se encuentran dentro del alcance de

esta invencion.

En un modo de realizacion, los 4cidos nucléicos recombinantes de la invencion
pueden estar vinculados operacionalmente a una o mas secuencias reguladoras de
nucledtidos en un constructo de expresion. Las secuencias reguladoras de nucledtidos por
lo general serdn apropiadas para la célula anfitrién usada para 1a expresién. En la materia se
conocen numerosos tipos de vectores de expresién apropiados y secuencias reguladoras
para una variedad de células anfitrion. Tipicamente, uno o mas de dichos nucleétidos
reguladores puede incluir, pero sin limitarse a, secuencias promotoras, lider o de sefial,
sitios de enlazamiento ribosémico, secuencias de inicio y termino de la transcripcion,
secuencias de inicio y término de la traduccidn y secuencias de enhancer (potenciador) o
activador. La invencion contempla promotores constitutivos o inducibles tal como se
conocen en la materia. Los promotores pueden ser promotores que se presentan en la
naturaleza o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un promotor. Un
constructo de expreston puede hallarse en una célula en un cpisoma, tal como un plasmida,
o el constructo de expresion puede estar insertado en un cromosoma. En una realizacion
preferida, el vector de expresién contiene un gen marcador seleccionable que perite la
seleccion de células anfitridn transformadas. Los genes marcadores seleccionables son bien

conocidos en la materia y varian segin la célula anfitrién que se utilice.

En ciertos aspectos, de la invencidn, el icido nucléico en cuestion es suministrado
en un vector de expresidn que comprende una sccuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido AciRIIB y vinculado operacionalmente a por lo menos una secuencia
regulatoria. Las secuencias reguladoras son reconocidas por aquellos versados en la materia
y se seleccionan para direccionar la expresion del polipéptido ActRIIB. En consecuencia, el

término “secuencia regulatoria” incluye promotores, enhancers (potenciadores) y otros
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elementos de control de la expresion. Ejemplos de secuencias reguladoras se encuentran
descritos en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo, en estos vectores se puede usar cualquiera de la
gran variedad de secuencias de control de expresion que controlan la expresién de una
secuencia de ADN cuando se encuentra operativamente vinculada a ella para expresar
secuencias de ADN que codifican un polipéptido ActRIIB. Tales secuencias de control de
expresion ttiles incluyen, por ejemplo, los promotores tempranos y tardios de SV40, el
promotor tet, el promotor inmediato temprano del adenovirus o el citomegalovirus, los
promotores RSV, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7
cuya expresion es direccionada por la polimerasa T7 ARN, las principales regiones
operadoras y promotoras de fago lambda, las regiones de control para la proteccion de
cubierta fd, el promotor de 3-fosfoflicerato quinasa u otras enzimas glicoliticas, los
promotores de acido fosfatasa, como por ejemplo Pho3, los promotores de factores de
apareamiento-a de la levadura, el promotor polihédrico del sistema baculovirus y otras
secuencias que se conocen para controlar la expresion de genes de células procariotas o
eucariotas o sus virus, y varias combinaciones de las mismas. Se debe tener en cuenta que
el disefio del vector de expresion puede depender de tales factores de eleccion de la célula
anfitrion a ser transformada y/o el tipo de proteina que s¢ desea expresar. Mas aiin, se
deben tener en cucnta el numero de copia del vector, la habilidad de controlar ese niimero
dc copia y la expresion de cualquier otra proteina codificada del vector, tal como los

marcadores antibidticos.

Se puede producir un acido nucléico recombinante de la invencion mediante la
ligacion de un gen clonado, o de una porcion del mismo, en un vector apropiado para la
expresion bien sea en las células procariotas, las células eucariotas (de levadura, aviar, de
insectos o mamiferos) o en ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un
polipéptido ActRIIB recombinante incluye pladsmidos y otros vectores. Por ¢jemplo,
vectores adecuados incluyen pldsmidos de los siguientes tipos: plasmidos pBR322-

derivados, plasmidos pEMBL-derivados, plasmidos pEX-derivados, plasmidos pBTac-
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derivados y pldsmidos pUC-derivados para la expresién cn células procariotas, tales como
E. coli.

Algunos vectores de expresidn de mamiferos contienen ambas secuencias
procariotas para facilitar la propagacion del vector en bacterias y una o mas unidades de
transcripcién eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los vectores derivados de
pcDNAL/amp, pcDNAl/neo, pRe/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos
adecuados para la transfeccion of células eucariotas. Algunos de estos vectores se
modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tal como pBR322, para facilitar la

replicacién y la seleccion de resistencia a la droga en las células procariotas y eucariotas.

Alternativamente, sc pueden usar derivados de virus tales como el virus de papiloma
humano (BPV-I), o virus de Epstein-Barr (pHEBo, pREP-derivado y p205) para la
expresion transitoria de proteinas en células eucariotas. Mas adelante, en la descripcion de
los sistemas de administracion de la terapia genética, se pueden encontrar ¢jemplos de otros
sistemas de expresion viral (incluida la retroviral). Los diversos métodos empelados en la
preparacion de los plasmidos y en la transformacién de los organismos anfitriones son bien
conocidos entre aquellos versados en la materia. Para otros sistemas de expresion para las
células procariotas y eucariotas, asi como procedimientos recombinantes genecrales ver
Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) capitulos 16 y 17. En algunos modos de
realizacion, puede ser deseable expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de
un sistema de expresion baculovirus. Entre los ejemplos de estos sistemas de expresion
baculovirus se cuentan vectores pVL-derivados (tales como pVIL1392, pVL1393 y
pVL941), vectores pAcUW-derivados (tal como pAcUW]) y vectores pBlucBac-derivados
(tal como el pBlueBac III que contiene B-gal).

En una realizacion preferida, un vector sera disefiado para la produccién de los
polipéptidos ActRIIB en células CHO, tal como el vector Pcmv-Script (Stratagene, La
Jolla, Calif), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.} y vectores pCl-neo (Promega,
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Madison, Wise). Tal como se vera, los constructos de genes pueden ser usados para
producir la expresion de los polipéptidos ActRIIB en células propagadas en cultivos, por
¢jemplo, para producir proteinas, incluidas proteinas de fusion o proteinas variantes, para

su purificacion.

Esta invencién también se refiere a una célula anfitrion transfectada con un gen
recombinante incluyendo una secuencia de codificacién (por ejemplo, SEQ ID NO: 3, 4,
10, o 15) para uno o més de los polipéptidos ActRIIB. La célula anfitrion puede ser
cualquier célula procariota y eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB de la
mvencion puede expresarse en células bacterianas como E. coli, células de insectos (por
ejemplo, usando un sistema de expresion baculovirus), levadura, o células de mamiferos.

Aquellos versados en la materia conocen otras células anfitrién adecuadas.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas a métodos de produccidn de los
polipéptidos ActRIIB en cuestién. Por ejemplo, una célula anfitrién transfectada con un
vector de expresién codificando un polipéptido ActRIIB puede ser cultivada bajo
condiciones apropiadas para permitir que ocurra la expresion del polipéptido ActRIIB. El
polipéptido ActRIIB puede ser secretado y aislado de una mezcla de células.y medio que
contiene el polipéptido ActRIIB. Alternativamente, el polipéptido ActRIIB puede ser
retemido citoplasméticamente o en una fraccion de membrana y las células pucden ser
cosechadas, lisadas y la proteina aislada. Un cultivo celular incluye células anfitrién,
medios y otros subproductos. Hay varios medios apropiados para el cultivo de células
ampliamente conocidos por aquellos versados en la materia. Los polipéptidos ActRIIB
pueden aislarse del medio del cultivo celular, las células anfitrién, o ambos, usando técnicas
conocidas por los versados en la materia para purificar proteinas, incluyendo cromatografia
de mtercambio idnico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion, electroforesis y
purificacion mediante inmunoafinidad con anticuerpos espccificos para epitopos
particulares del polipéptido ActRIIB. En una realizacion preferida, el polipéptido ActRIIB

es una proteina de fusion que conticne un dominio que facilita su purificacién.
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En ofra realizacién, un gen de fusion codificando para una secuencia lider de
purificacidn, tal como una secuencia de sitio de escision de la poli-(His)/enteroquinasa en el
N-terminal de la porcidn deseada del polipéptido ActRIIB recombinante, puede permitir la
purificacién de la proteina de fusién expresada mediante cromatografia de afinidad usando
una resina de metal Ni’". La sccuencia lider de purificacién puede ser eliminada
subsecuentemente mediante tratamiento con enteroquinasa para producir el polipéptido
ActRIIB purificado (ver, por ejemplo, Hochuli et al., (1987) J. Chromatography 411 : 177,
and Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

Las técnicas para producir genes de fusién son ampliamente conocidas.
Béasicamente, s unen varios fragmentos de ADN que codifican para diferentes secuencias
de polipéptidos siguiendo técnicas convencionales, utilizando terminales con extremos
romos o extremos cohesivos para la ligacién, digestion con enzimas de restriccion para
brindar terminales adecuados, completar las terminaciones cohesivas segin se requiera,
aplicar un tratamiento de fosfatasa alcalina para evitar uniones no deseadas y ligacién
enzimética. En otra realizacion, se puede sintetizar ¢l gen de fusién mediante técnicas
convencionales, incluidos los sintetizadores automatizados de ADN. Alternativamente, se
puede realizar una amplificacién de los fragmentos de los genes mediante PCR, empleando
cebadores de anclaje que producen proyecciones complementarias entre dos fragmentos de
genes consecutivos que pueden ser luego recocidos para dar fugar a una secuencia de gen
quimérico (ver, por ejempio, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al.,

John Wiley & Sons: 1992).

4, Anticuerpos y otros antagonistas

Otro aspecto de la invencion se refiere a anticuerpos y otros antagonistas,
incluyendo proteinas que se enlazan a objetivos que se divulgan en el presente y dcidos
nucléicos que inhiben objetivos de expresion que se divulgan en el presente. Se puede usar
un anticuerpo que reaccione especificamente con un polipéptido ActRIIB (por gjemplo, un
polipéptido soluble ActRIIB) y que s¢ enlace competitivamente con el polipéptido ActRIIB

como antagonista de las actividades del polipéptido ActRIIB. Por ¢cjemplo, mediante el uso
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de inmunogenos derivados de un polipéptido ActRIIB, se pueden producir anticuerpos anti-
proteina/anti-péptido policlonales o monoclonales con protocolos estandar (ver, por
ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane (Cold Spring Harbor
Press: 1988)). Se pude inmunizar un mamifero, tal como un raton, un hamster o un conejo,
con una forma inmunogénica de un polipéptido o de un ligando ActRIIB, con un fragmento
antigénico que tenga capacidad de generar una respuesta anticuerpo, o con una proteina de
fusién. Las técnicas para conferir inmunogenicidad a una proteina o a un péptido incluyen
conjugacion a las portadoras y otras técnicas ampliamente conocidas por los versados en la
materia. Se puede administrar una porcién inmunogénica de un polipéptido ActRIIB o de
un ligando de ActRIIB en presencia de un adyuvante. Se puede monitorear el progreso de la
inmunizacién mediante 1a deteccién de los titulos de anticuerpo en ¢l plasma o el suero. Se
pueden usar prucbas estindar ELISA u otros inmunoensayos con el inmundgeno como

antigeno para evaluar los niveles de los anticuerpos.

Tras la inmunizacién de un animal con una preparacion antigénica de un polipéptido
o un ligando ActRIIB, se pueden obtener sucros inmunolégicos y, si se desea, se pueden
aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos monoclonales, se
pueden cosechar células que producen anticuerpos (linfocitos) de un animal inmunizado y
se pueden fusionar mediante procedimientos estandar de fusion de células somaticas con
células inmortalizantes, como por ejemplo células de mieloma, para producir células de
hibridoma. Dichas técnicas son ampliamente conocidas por los versados en la materia, e
incluyen, por ejemplo, la técnica de hibridomas (desarroliada originalmente por Kohler y
Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497), la técnica de hibridomas de células B humanas
(Kozbar et al, 1983, Immunology Today, 4:72) y la técnica de hibridoma EBV para
producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96). Las células hibridomas pueden ser
tamizadas inmunoquimicamente para producir anticuerpos que reaccionen especificamente
con un polipéptido ActRIIB y anticuerpos monoclonales aislados de un cultivo que

comprenda dichas células hibridomas.

]
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El término “anticuerpo” tal como se utiliza en el presente incluye fragmentos de los
mismos que reaccionan especificamente al polipéptido o ligando ActRIIB en cuestién. Los
anticuerpos pueden ser fragmentados mediante técnicas convencionales y los fragmentos
pueden ser tamizados para comprobar su utilidad de la misma manera que se ha descrito
anteriormente para los anticuerpos completos. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos
de F(ab)2 mediante el tratamiento de un anticuerpo con pepsina. El fragmento de F(ab)2
que se produce puede ser tratado para reducir los puentes disulfuro y asi obtener fragmentos
Fabricacion. Se considera que cualquier anticuerpo de la presente invencién también
incluye moléculas biespecifias, monocatenarias y quiméricas y humanizadas que tengan
afinidad con un polipéptido ActRIIB conferida por al menos una region CDR del
anticuerpo. En ciertos modos de realizacion preferidos, el anticuerpo comprende ademads
una etiqueta anexa al mismo y que sea posible de detectar (por ejemplo, la etiqueta puede

ser un radiois6topo, un compuesto fluorescente, una enzima o un co-factor enzimatico).

En ciertos modos de realizacién preferidos, un anticuerpo de la invencion es un
anticuerpo monoclénico y en un modo de realizacidn, la invencién proporciona métodos
para generar anticuerpos novedosos. Por ejemplo, un método para generar un anticuerpo
monoclonal que se enlace especificamente con un polipéptido o un ligando ActRIIB puede
consistir en administrarle a un ratén una cantidad de una composicion inmunogénica que
comprenda un polipéptido o un ligando ActRIIB que sea efectiva para estimular una
respuesta inmune detectable, obtener del raton células productoras de anticuerpos (por
cjemplo, células del bazo) y fusionar las células productoras de anticuerpos con células de
tnieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos, y luego hacer una prueba a
los hibridomas productores de anticuerpos con ¢l fin de identificar ¢l hibridoma que
produce un anticuerpo monoclonal que se enlace especificamente con el polipéptido o
ligando ActRIIB en cuestiéon, Una vez se ha obtenido, un hibridoma se puede propagar en
un cultivo de células, opcionalmente en condiciones de cultivo en los que las células
derivadas del hibridoma produzcan el anticuerpo monoclonal que se enlaza especificamente
con el polipéptido o ligando ActRIIB. El anticuerpo monoclonal se puede purificar a partir

de ese cultive celular.
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Con el término “reacciona especificamente con” tal como se usa en referencia a un
anticuerpo se quiere decir, tal como se entiende generalmentc entre los versados en la
materia, que el anticuerpo es suficientemente selectivo como para distinguir entre el
antigeno que interesa (como seria un polipéptido ActRIIB}) y otros antigenos que no son de
interés pero para los cuales ¢l anticuerpo es de utilidad y como minimo que el anticuerpo es
capaz de detectar la presencia del antigeno de interés en un tipo particular de muestra
biolégica. En ciertos métodos que utilizan el anticuerpo, tales como las aplicaciones
terapéuticas, es deseable que tenga un grado maés alto de especificidad enlazante. Los
anticuerpos monoclonales suelen tener una mayor tendencia (en comparacién con los
anticuerpos policlonales) a discriminar efectivamente entre los antigenos descados y los
polipéptidos de reaccion cruzada. Una caracteristica que afecta la especificidad de una
interaccién entre anticuerpos y antigenos es la afinidad que tenga el anticuerpo por ei
antigeno. Aun cuando se puede obtener la especificidad deseada con un rango de afinidades
diferentes, por lo general los anticuerpos deseados tendran una afinidad (una constante de

disociacion) de cerca de 1.0'6, 10'7, 10'8, 10" o menor.

Ademas, las técnicas empleadas para tamizar anticuerpos con el fin de identificar un
anticuerpo deseable pueden influir en las propicdades del anticuerpo que se obtiene. Por
gjemplo, si un anticuerpo va a ser utilizado para enlazar un antigeno en solucién, puede ser
deseable probar el enlazamiento de la solucion. Existe una variedad de técnicas diferentes
para probar la interaccién cntre anticuerpos y antigenos con el fin de identificar los
anticuerpos que sean especialmente deseables. Entre dichas técmicas se cuentan las
mediciones ELISA, las pruebas de resonancia por plasmén de superficie (por ejemplo, el
ensayo de enlazamiento de Biacore, Bia-core AB, Uppsala, Suecia), ensayos tipo
“emparedado” (por ejemplo, el sistema paramagnético de separacion de cuentas de IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Maryland), inmunoblots, ensayos de inmunoprecipitacion

¢ inmunohistoquimica.

En ciertos aspectos, la divulgacién se refiere a anticuerpos que se enlazan con un
polipéptido soluble ActRIIB o ligando. Dichos anticuerpos pueden ser generados de la

manera que se describid anteriormente, utilizando un polipéptido soluble ActRIIB o ligando
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o un fragmento del mismo como antigeno. Los anticuerpos de este tipo se pueden usar para,
por ejemplo, detectar polipéptidos ActRIIB en muestras biolégicas y/o monitorear los
niveles de un polipéptido soluble ActRIIB en un individuo. En ciertos casos, un anticuerpo
que se¢ cnlaza especificamente a un polipéptido soluble ActRIIB o ligando puede ser
empleado para modular la actividad de un polipéptido ActRIIB y/o un ligando de ActRIIB,

con lo cual se incrementan los adipocitos termogénicos.

Ciertos ligandos, como por cjemplo la miostatina y GDF3, pueden ser inhibidos
utilizando un polipéptido que comprenda una porcién enlazante del respectivo propéptido,
0 una variante del mismo. Dichos propéptidos se pueden preparar como proteinas de fusién,
incluidas las proteinas de fusién Proteina de fusion Fc. En las solicitudes de patente WO

02/085306 y WO 06/002387 se divulgan ejemplos de propéptidos adecuados.

Adicionalmente, se¢ pueden usar otras proteinas enlazantes, tales como las asi
llamadas *“traps™ (por ejemplo, folistatina, FLRG, FSTL, Cerberus y Coco) o receptores
solubles de tipo I, como por cjemplo ALK-7. En las solicitudes de patente WO 05/115439,
WO 08/109779, WO 08/067480, WO 07/109686, WO 05/100563 y WO 05/025601 se

pueden encontrar gjemplos de dichos polipéptidos.

Se pueden usar acidos nucléicos, tales como muestras anti-sentido o ARNi (que
pueden incluir nucle6tidos que se presentan naturalmente y otros que no se presentan
naturalmente) para inhibir la expresién de ActRIIB o de cualquiera de los ligandos que se

discuten en el presente.

S. Pruebas de tamizaje

En ciertos aspectos, la presente invencién se refiere al uso de los polipéptidos
ActRIIB en cuestion (por cjemplo, polipéptidos solubles ActRIIB) para identificar
compuestos (agentes) que son agonistas o antagonistas de los polipéptidos ActRIIB. Los
compuestos identificados a través de este proceso de tamizaje pueden ser puestos a prucba
en tejidos como grasa, muscuto, hueso, cartilago, y/o neuronas, para evaluar su habilidad de

modular el crecimiento del tejido in vitro. Alternativamente, estos compuestos pueden ser
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probados adicionalmente en modelos animales para evaluar su habilidad para modular el

crecimiento del tejido en vivo.

Existen numerosos enfoques del proceso de tamizaje (screening) de agentes
terapéuticos para la modulacién del crecimiento de tejido mediante el direccionamiento
hacia los polipéptidos ActRIIB. En un modo de realizacion, se puede llevar a cabo una
prueba de tamizaje de alto rendimiento de compuestos para identificar agentes que
perturben los efectos mediados por ActRIIB en el crecimiento de grasa, musculo, hueso,
cartilago, y/o neuronas. En un modo de realizacién, la prueba es llevada a cabo para
detectar e identificar compuestos que especificamente inhiban o reduzcan la unién de un
polipéptido ActRIIB con su compaiieros de enlace, como un ligando de ActRIIB (por
ejemplo, activina, GDF3, Nodal, GDF8, o GDF11). Alternativamente, la prucba puede ser
usada para identificar compuestos que eleven el enlace de un polipéptido ActRIIB a su
proteina de enlace, como un ligando de ActRIIB. En una realizacién adicional, los
compuestos pueden ser identificados por su habilidad de interactuar con un polipéptido
ActRIIB.

Sera suficiente una variedad de formatos de pruebas y, a la luz de esta divulgacion,
aquellos no descritos expresamente aqui seran de todas maneras comprendidos por
cualquier persona versada en la materia. Como se describe aqui, los compuestos de prueba
(agentes) de la invencion pueden ser creados por cualquier método quimico de
combinatoria. Alternativamente, los compuestos del sujeto pueden ser biomoléculas de
origen natural sintetizadas en vivo o in vitro. Los compuestos (agentes) a ser probados por
su habilidad para actuar como moduladores de crecimiento de tejido pueden ser producidos,
por ejemplo, por bacterias, levadura, plantas u otros organismos (por ¢jemplo, productos
naturales), producidos quimicamente (por ejemplo, moléculas pequeiias, incluyendo los
peptidomimeéticos), o producidos por recombinacion. Los compuestos de prueba
contemplados por la presente invencion incluyen moléculas organicas no peptidil, péptidos,
polipéptidos, peptidomiméticos, azicares, hormonas, y moléculas de acido nucléico. En un
modo de realizacién especifico, el agente de la prueba es una pequefia molécula que ticne

peso molecular de menos de alrededor de 2.000 daltons.
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Los compuestos de prueba de la invencion pueden ser suministrados como entidades
discretas y solas, o suministrados en bibliotecas de mayor complejidad, como las hechas
por medio de quimica combinatoria. Estas bibliotecas pueden comprender, por ejemplo,
alcoholes, haloalcanos, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases de
compuestos organicos. La presentacién de los compuestos de prueba al sistema de prueba
puede ser en una forma aislada o como mezclas de compuestos, especialmente en las
primeras fases del tamizaje. Alternativamente, los compuestos pueden ser alternativamente
derivatizados con otros compuestos y tener grupos derivatizadores que faciliten el
asilamiento de los compuestos. Ejemplos -no limitantes- de grupos derivatizadores son la
biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina verde fluorescente, isotopos, polihistidina,
perlas magnéticas, glutation S transferasa (GST), reticuladores foto-activables o cualquier

combinacién en su lugar,

En muchos programas de tamizaje de drogas que ponen a prucba bibliotecas de
compuestos y extractos naturales, las pruebas de alto rendimiento son preferibles para
maximizar el nimero de compuestos estudiados en un periodo dado de tiempo. Las pruebas
que son llevadas a cabo en sistemas libres de células, como los que pueden ser obtenidos
con proteinas purificadas o semi-purificadas, son usualmente preferidas como tamizajes
“primarios”, en la medida en que pueden ser gencradas para permitir un rapido desarrollo y
relativamente facil deteccion de una alteracién en una diana molecular que esté mediada
por un compuesto de prueba. Ademas, los efectos de toxicidad celular o biodisponibilidad
del compuesto de prueba pueden ser generalmente ignorados en el sisterna in vitro, estando
el ensayo por el contrario enfocado principalmente en el efecto de la droga en la diana
molecular, como puede estar manifiesto en una alteracion de la afinidad de enlace entre un

polipéptido ActRIIB y su proteina de enlace (por ejemplo, un Jligando ActRIIB).

A manera de ilustracion, en un cjemplo de prueba de tamizaje de la presente
invencion, se pone en contacto ¢l compuesto de interés con un polipéptido ActRIIB, aislado
y purificado, que es ordinariamente capaz de enlace con un ligando de ActRIIB, como c¢s
apropiado para la intencidn de la prueba. Sc afiade después un compuesto que contiene un

ligando de ActRIIB a 1a mezcla del compuesto y el polipéptido ActRIIB. La deteccién y
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cuantificacién de complejos de ActRIIB/ ligandos de ActRIIB proporciona un medio para
determinar la cficacia que tenga un compuesto de inhibir (o potenciar) la formacién de
complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de enlace. La eficacia del compuesto
se puede medir generando curvas de dosis-respuesta, a partir de los datos obtenidos usando
varias concentraciones del compuesto de prueba. Ademds, también se puede realizar una
pruecba de control para proporcionar una base de referencia para la’ comparacién. Por
ejemplo, en una prueba de control, se afiade un ligando ActRIIB, aislado y purificado, a la
composicion que contiene el polipéptido ActRIIB, y se cuantifica la formacion de complejo
de ActRIIB/ ligandos de ActRIIB en ausencia del compuesto de prueba. Se entendera que,
en general, puede variar el orden en el que los reactantes pueden ser mezclados y que
pueden ser mezclados simultancamente. Ademas, en el lugar de proteinas purificadas, se
pucden usar lisados y extractos celulares para producir un sistema apropiado de prueba

libre de células.

La formacion de complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de enlace
puede ser detectada por medio de una variedad de técnicas. Por ejemplo, la modulacion de
la formacién de complejos puede ser cuantificada usando, por ejemplo, proteinas
etiquetadas detectablemente, como por ejemplo polipéptidos ActRIIB o su proteina de

32p, 3, C o *H), etiquetados fluorescentemente

enlace radioetiquetados (por ejemplo,
(por ejemplo, FITC), o etiquetados enziméticamente, por inmunoprueba o por deteccion

cromatografica.

En ciertos modos de realizacidn, la presente invencidn se refiere al uso de pruebas
de polarizacién fluorescente y pruebas de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) para medir, directa o indirectamente, el grado de interaccion entre un
polipéptido ActRIIB y su proteina de enlace. Adicionalmente, otros modos de deteccidn,
como aquellos basados en guias de onda dptica (Publicacion PCT WO 96/26432 y Patente
de los Estados Unidos No. 5,677,196}, resonancia por plasmdén de superficic (SPR),
sensores de carga de superficie y scnsores de fuerza de superficie, son compatibles con

muchas realizaciones de la invencién.
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Ademas, la presente invencion contempla ¢l uso de una prueba dc trampa de
interaccion, también conocida como el “ensayo de doble hibrido”, para identificar agentes
que interrumpan o potencien la interaccién entre un polipéptido ActRIIB y su proteina de
enlace. Ver, por ¢jemplo, patente de Estados Unidos No. 5,283,317; Zervos et al, 1993, Cell
72:223-232; Madura et al, 1993, J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel et al., 1993,
Biotechniques 14:920-924; e Iwabuchi et al., 1993, Oncogene 8:1693-1696). En una
realizacion especifica, la presente invencién se refiere al uso del sistema de doble hibrido
reverso para identificar compuestos (por ejemplo, moléculas pequefias o péptidos) que
disocien la interaccion entre un polipéptido ActRIIB y su proteina de enlace. Ver, por
giemplo, Vidal y Legrain, 1999, Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain, 1999,
Trends Biotechnol 17:374-81; y Pat. de Estados Unidos Nos. 5,525,490; 5,955,280; y
5,965,368.

En un modo de realizacién, los compuestos sujetos son identificados por su
habilidad de interactuar con un polipéptido ActRIIB de la invencidn. La interaccién entre cl
compuesto y el polipéptido ActRIIB puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, tal
interaccion puede ser identificada en ¢l nivel de la proteina mediante métodos bioquimicos
in vitro, incluyendo foto-reticulacion, enlace de ligandos radioetiquetados y cromatografia
de afinidad (Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). En algunos casos, los
compuestos pueden ser tamizados en una prueba basada en un mecanismo, tal como una
pruecba para detectar compuestos que se unen a un polipéptido ActRIIB. Esto puede incluir
un evento de enlace de fase sélida o de fase fluida. Alternativamente, ¢l gen que codifica un
polipéptido ActRIIB puede ser transfectado con un sistema de reporte (por ejemplo, B-
galactosidasa, luciferasa, o proteina fluorescente verde) a upa célula y tamizado con la
bibliocteca, preferiblemente por un proceso de tamizaje de alto rendimiento, o con miembros
individuales de la biblioteca. Se puede usar otra prueba de enlace basada cn un mecanismo,
por ejemplo, pruebas de enlace que detectan cambios en la energia libre. Las pruebas de
enlace pueden ser realizadas con el objetivo fijado a un frasco, un glébulo o un chip, o

capturada por un anticuerpo inmovilizado o resuelta por medio de electroforesis capilar.
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Los compuestos enlazados pueden ser detectados usualmente usando resonancia por

plasmén de superficie o colorimetria o fluorescencia,

En ciertos aspectos, la presente invencion se refiere a métodos y agentes para
controlar la obesidad y el aumento de peso. A nivel celular, la proliferacién y
diferenciacién de adipocitos es critica en el desarrollo de la obesidad, lo que lleva a la
generacion de células grasas (adipocitos) adicionales. Por lo tanto, cualquier compuesto
identificado puede ser probado en células o tejidos completos, in vitro o en vivo, para
confirmar su habilidad para modular la adipogénesis, midiendo la diferenciacion o
proliferacién de adipocitos. Varios métodos conocidos cn el arte pueden ser utilizados para
este propdsito. Por ejemplo, el efecto de un polipéptido ActRIIB (por ejemplo, un
polipéptido soluble ActRIIB) o compuestos de prueba de adipogénesis pueden ser
determinados midiendo la diferenciacidn de pre-adipocitos 3T3-L1 con adipocitos maduros
en ensayos basados en células, tal como por observacion de la acumulacién de
triacilgliceroles en vesiculas tefiidas con Oil Red O y por la apariencia de ciertos
marcadores de adipocitos, como el FABP (aP2/422) y PPARy2. Ver, por ejemplo, Reusch
et al, 2000, Mol Cell Biol. 20:1008-20; Deng et al, 2000, Endocrinology. 141 :2370-6; Bell
et al., 2000, Obes Res. 8:249-54. Otro ejemplo de estudio basado en células incluye el
analisis del papel de los polipéptidos ActRIIB y los compuestos de prueba en la
proliferacion de adipocitos o células precursoras de adipocitos (por ejemplo, células 3T3-
L1), tal como por monitoreo de las células positivas bromodecoxiuridina (BrdU). Ver, por
ejemplo, Pico et al., 1998, Mol Cell Biochem. 189:1-7; Masuno et al., 2003, Toxicol Sci.
75:314-20.

Se entiende que los ensayos de tamizaje de la presente invencion no se aplican solo
a los polipéptidos ActRIIB sujetos y a las variantes de los polipéptidos ActRIIB, sino
también a cualesquicra compuestos de prueba, incluyendo agonistas y antagonistas de los
polipéptidos ActRIIB o la sefializacion a través del ActRIIB. Adicionalmente, estas pruebas

de tamizajc son utiles para propdsitos de la verificacidon de objetivos de la droga y control
de calidad.
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6. Ejemplos de usos terapéunticos

En un modo de realizacién, los compuestos (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB) de
la presente invenciéon pueden ser usados para el tratamiento o la prevencién de una
enfermedad o condiciéon médica que esté asociada a actividad anormal de un polipéptido
ActRIIB y/o un ligando ActRIIB (por cjemplo, la activina o GDF8). En un modo de
realizacion, la presente invencion se refiere a métodos para prevenir o tratar a un individuo
necesitado, a través de la administracién al individuo de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un polipéptido ActRIIB, como se describe abajo. Estos métodos se buscan
particularmente en los tratamientos terapéuticos y profilacticos de animales, y mas en

particular, de humanos.

Como se usa en la presente, una terapéutica que “previene™ un trastorno o condicién
médica se refiere a un compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la ocurrencia del
trastorno o condicion médica en la muestra tratada, relativa a una muestra de control no
tratada, o retrasa la aparicién o reduce la severidad de uno o més sintomas del trastorno o
condiciéon médica, relativa a la muestra de control no tratada. E] término “tratamicnto™,
como se¢ usa en la presente , incluye la profilaxis de la condicion médica nombrada o la

mejoria o eliminacién de la condicién médica una vez que haya sido establecida.

Como se demuestra en la presente , ¢l ActRIIB-Fc promueve la expresion de UCP],
una proteina que media el desacoplamiento mitocondrial, lo que lleva a tejido adiposo,
metabdlicamente activo, o termogénico. De acuerdo a esto, los compuestos divulgados en
la presente pueden ser usados para tratar varios trastornos, tales como una deficiencia en
tejido adiposo marrdén o adipocitos marrones, sindrome metabdlico (también conocido
como sindrome X), diabetes, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, ingesta en exceso y
bulimia, hipertension, arteriosclerosis (enfermedad de las arterias coronarias o enfermedad
coronaria de corazon), infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, infarto cerebral,
trombosis cerebral, trastornos respiratorios (como el sindrome de Pickwick), céanceres en el
colon, la prostata, el seno, endometrio, y rifiones, sujetos con deficiencia de la hormona del

crecimiento, vartante normal de talla baja, sindrome de Tumer, y ofras condiciones
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patologicas que muestren actividad metabdlica reducida o un descenso en el gasto de
energia en estado de reposo como un porcentaje del total de masa libre de grasa, por

ejemplo, leucemia linfoblastica aguda infantil.

En un modo de realizacion, los compuestos (por ejemplo, polipéptidos solubles
ActRIIB) de la invencién son usados para promover la formacion y/o la actividad de
adipocitos termogénicos. Comeo se discutié mas arriba, el tejido adiposo marrén discreto
termogénico y los adipocitos marrones dentro de tejido adiposo blanco contienen gran
nimero de mitocondrias que expresan la proteina desacopladora 1 (UCP). Los individuos
con rica ingesta calérica que carecen de adipocitos marrones son incapaces de convertir el
exceso de ingesta caldrica en calor y se ven obligados por lo tanto a acumular encrgia
bioquimica no usada, tipicamente como abultado tejido adiposo blanco. Bloquear o
antagonizar las funciones de uno o mas ligandos ActRIIB (por ejemplo, GDF8) en vivo
puede efectivamente aumentar la actividad termogénica de los adipocitos marrones en
depositos discretos o de adipocitos marrones distribuidos dentro del tejido adiposo blanco.
Este enfoque es confirmado y sustentado por los datos mostrados en la presente , en el que
se muestra que una proteina ActRIIB-Fc induce la expresion de UCPI en grasa blanca,
aumenta la composicion corporal global y mejora €l estatus metabdlico en ratones

sometidos a una dieta rica en grasa.

En un modo de realizacién, los compuestos (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB
solubles) de la invencion son usados como parte de un tratamiento para sindrome
metabdlico (también conocido como sindrome X y sindrome de resistencia a la insulina), el
cual es una combinacion de trastornos y factores de riesgo que incrementan el riesgo de
desarrollar una enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus tipo II. La mayoria de
pacientes son mayores, obesos, sedentarios, y ticnen algin grado de resistencia a la
insulina. La adiposidad central (abdominal o visceral) es una caracteristica significativa del

sindrome.

En un modo de realizacion relacionado, los polipéptidos solubles ActRIIB y otros

compuestos de la invencién pueden ser usados como parte de un iratamiento para la
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diabetes mellitus tipo II (también conocida como diabetes mellitus no insulino-dependiente
o diabetes iniciada en adultos), la cual est4 caracterizada por elevada glucosa en la sangre
en ¢l contexto de resistencia a la insulina y deficiencia de insulina relativa. Un nimero de
cambios metabolicos complejos y multifactoriales en la diabetes a menudo llevan al
deterioro y menoscabo funcional de muchos Organos, y de modo mas importante del
sistema cardiovascular. La diabetes mellitus tipo 11 estd a menudo asociada con la obesidad
(adiposidad abdominal o visceral), hipertensién, colesterol elevado, y sindrome metabdlico.
Importantes factores de riesgo para la diabetes mellitus tipo TI incluyen cl envejecimiento,
dietas altas en grasa, y un estilo de vida scdentario. En otra realizacion relacionada, los
polipéptidos ActRIIB solubles y otros compuestos de la invencion pueden ser usados como
parte de un tratamiento para la arteriosclerosis, una condicion inflamatoria cronica en la
cual las paredes de la arteria se hacen mas gruesas debido a la acumulacién de depdsitos
grasos, a menudo conocidos como placas, Los factores de riesgo para la arteriosclerosis
incluyen el envejecimiento, diabetes mellitus, dislipoproteinemia, obesidad (adiposidad

abdominal o visceral), y un estilo de vida sedentario.

Los polipéptidos ActRIIB solublcs pueden también ser usados para trastornos
lipodistréficos, que tienden a estar asociados con un sindrome metabdlico. Se presenta
resistencia severa a la insulina como resultado de algunas formas de lipodistrofia, tanto
genética como adquirida, incluyendo en este Gltimo caso la lipodistrofia relacionada con el

virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en pacientes tratados con terapia antirretroviral.

Los polipéptidos ActRIIB cn cuestion pueden ademas ser usados como agentes
terapéuticos para hacer mas lento o prevenir el desarrolld de Ja obesidad. Este enfoque esta
confirmado y sustentado por los datos mostrados en el presente, en el que se ha mostrado
que una proteina ActRIIB-Fc mejora el estatus metabdlico en ratones sometidos ra una dieta

rica en grasa.

En otras formas de rcalizacidn, la presente invencién se refierc a compuestos y
métodos para regular la grasa corporal contenida en un animal y para el tratamiento de

prevencion de condiciones relacionadas con esto, y particularmente, condiciones que
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comprometan la salud relacionadas con esto. De acuerdo a la presente invencion, regular
{controlar) el peso corporal puede llevar a reducir o aumentar el peso corporal, reducir o
incremental la tasa de aumento de peso, o aumentar o reducir la tasa de pérdida de peso, y
también incluye mantener de manera activa, o no cambiar significativamente, el peso
corporal (por ejemplo, contra influencias internas o externas que pueden de otra manera
aumentar o reducir el peso corporal). Una realizacion de la presente invencion se refiere a
regular el peso corporal administrando a un animal (por ¢jemplo, un humano) necesitado de

ello un polipéptido ActRIIB.

En una forma de realizacion especifica, la presente invencion se refiere a métodos y
compuestos para reducir el peso corporal y/o reducir ¢l aumento de peso en un animal, y
mas particularmente, para tratamiento ¢ mejoramiento de la obesidad en pacientes con
riesgo de sufrir o que sufren de obesidad. En otra realizacion especifica, la presente
invencidén esté dirigida a métodos y compuestos para tratar a un animal que sea incapaz de
aumentar o retener peso (por ¢jemplo, un animal con sindrome del desgaste). Tales
metodos son efectivos para aumentar el peso y/o masa corporal, o para reducir la pérdida de
peso y/o masa, o para mejorar las condiciones asociadas con o causadas por un peso y/o

masa corporal indeseablemente bajo (es decir, malsano).

Como se demuestra en WO 2006/012627 y WO 2008/097541, los compuestos
divulgados aqui estimulan el crecimiento muscular. De acuerdo a esto, estos compuestos
pueden ser particularmente ttiles en enfermedades o condiciones médicas con disfunciones

musculares y metabdlicas coincidentes.

En una realizacion especifica, los compuestos (por ejemplo, los polipéptidos
solubles ActRIIB) de la invencidn son usados como parte del tratamiento para una distrofia
muscular. El término “distrofia muscular” se refiere a un grupo de enfermedades muisculo
degenerativas caracterizadas por un gradual debilitamiento y deterioro de los musculos
esqueléticos y algunas veces de los musculos respiratorios y del corazén. Las distrofias
musculares son trastornos genéticos caracterizados por un desgaste y debilidad progresivos

del musculo que empiezan con cambios microscopicos en el misculo. A medida que los
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musculos se degeneran con el tiempo, la fuerza muscular de la persona declina. Ademas, la
masa muscular deteriorada y la disminuciéon de la actividad fisica contribuyen a un
desbalance entre la ingesta caldrica y el gasto de energia, llevando a una acumulacién
malsana de cxceso de cnergia como tejido adiposo blanco. Ejemplos de distrofias
musculares que puede ser tratadas con un régimen que incluya los polipéptidos ActRIIB en
cuestién incluyen: Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), Distrofia Muscular de Becker
(DMB), Distrofia Muscular de Emery-Dreifuss (DMED), Distrofia Muscular de la cintura y
las extremidades (LGMD, por su sigla en inglés), Distrofia Muscular Facioscapulohumeral
(DFSH o FSHD) (también conocida como de Landouzy-Dejerine), Distrofia Miotdnica
(DMM) (también conocida como Enfermedad de Steinert), Distrofia Muscular
Oculofaringea (DMOF), Distrofia Muscular Distal (DD), Distrofia Muscular Congeénita
(DMCQ).

La Distrofia Muscular de Duchenne {DMD) fue descrita primero por ¢l neurdlogo
francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne en los afios 1860. La Distrofia Muscular de
Becker (DMB) tiene su nombre por el doctor aleman Peter Emil Becker, quien describié
primero esta variante de la DMD en los afios 1950. La DMD es una de las enfermedades
hereditarias mas frecuentes en machos, afectando a uno de cada 3,500 muchachos. La
DMD se da cuando se rompe ¢l gen distrofina, ubicado en el brazo corto del cromosoma X.
Ya que los machos solo cargan una copia del cromosoma X, solo tienen una copia del gen
distrofina. Sin €l gen distrofina, el musculo es facilmente perjudicado durante los ciclos de
contraccidn y relajacion. Si bien al comienzo de la enfermedad el misculo se compensa por
regeneracion, mas adclante las células progenitoras del musculo no pueden mantenerse al
ritmo del dafio continuo y el misculo sano es reemplazado por tejido graso fibroso no

funcionales.

La DMB resulta de diferentes mutaciones en ¢l gen distrofina. Los pacientes de
DMB ticnen algo de distrofina, para s ya bien insuficiente en cantidad o pobre en calidad.
Tener un poco de distrofina protege al musculo de aquellos con DMB de degenerarse tanto

o tan rapido como aquel de la gente con DMD.
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Por ejemplo, en investigaciones recientes s¢ ha demostrado que bloquear o eliminar
la funcién de GDF8 (un ligando ActRIIB) en vivo puede efectivamente tratar por lo menos
algunos sintomas en pacientes con DMD y DMB. Asi los polipéptidos ActRIIB en cuestion
pueden actuar como inhibidores de GDF8 (antagonistas), y constituir un medio alternativo
de bloquear las funciones de GDF8 y/o ActRIIB en vivo en pacientes con DMD y DMB.
Este enfoque esta confirmado y sustentado por los datos mostrados en la presente, en donde
se¢ mucstra que una proteina ActRIIB-Fc¢ incrementa la masa muscular en un modclo de

ratén de distrofia muscular.

De modo similar, los polipéptidos ActRIIB en cuestién se refieren a un medio
efectivo para aumentar la masa muscular en otras condiciones de enfermedad que tienen
necesidad de¢ crecimiento de musculo. Por ejemplo, la ELA, también llamada enfermedad
de Lou Gehrig (enfermedad ncuro-motora) es un trastorno SNC crénico, incurable e
imposible de detener que ataca las neuronas motoras, componentes del SNC que conectan
el cerebro con los musculos del esqueleto. En ELA, las neuronas motoras se deterioran y
eventualmente mueren, y aunque el cerebro de la persona normalmente se mantiene
funcionando por completo y alerta, la orden para moverse nunca alcanza a los musculos. La
mayoria de las personas a las que les da ELA estdn entre los 40 y 70 afios. Las primeras
neuronas motoras que se debilitan son aquellas que dirigen a los brazos y las picrnas.
Aquellos con ELA pueden tener problemas al caminar, pueden dejar caer cosas, caerse,
arrastrar sus palabras, y reir o llorar de modo incontrolable. Eventualmente, los musculos
en los miembros se empiczan a atrofiar por la enfermedad. Esta debilidad del musculo se
convertira debilitante y la persona necesitard una silla de rueda o se volvera incapaz de
funcionar por fuera de la cama. La mayoria de pacientes con ELA mueren por fallos
respiratorios o por complicaciones de la asistencia ventilatoria como la neumonia, de 3 a 5
afios del inicio de la enfermedad. Este enfoque estd confirmado y sustentado por los datos
mostrados en la presente, donde se muestra que un proteina ActRIIB-F¢ mejora la

apariencia, masa muscular y tiempo de vida de un modelo de ratén de ELA.

El aumento de la masa muscular inducido por el polipéptido ActRIIB también

puede beneficiar a aquellos que sufren de la enfermedad de desgaste muscular. Gonzalez-
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Cadavid et al. (ver arriba) reportaron que la expresion de GDF8 se correlaciona
inversamente con la masa libre de grasa en humanos y la expresion aumentada del gen de
GDFS8 esta asociada con pérdida de peso en hombres con sindrome de desgaste del SIDA.
Al inhibir las funciones de GDF8 en pacientes con SIDA, por lo menos algunos sintomas
del SIDA pueden ser aliviados, si no completamente climinados, mejorando asi

significativamente la calidad de vida en pacientes con SIDA.

La sarcopenia, o sca, la pérdida de masculo con el envejecimiento, esta también
usualmente asociada con ¢l sindrome metabolico, diabetes, arteriosclerosis, dislipidemia, y
otras condiciones metabolicas relacionadas con la edad. La masa muscular inducida
mediante el polipéptido ActRIIB también puede beneficiar a aquellos que sufren de

sarcopenia.

7. Composiciones farmacéuticas

En un modo de realizacion, los compuestos (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB) de
la presente invencién estan formulados con un portador aceptable farmacéuticamente. Por
ejemplo, un polipéptido ActRIIB puede ser administrado solo o como un componente de
una formulacién farmacéutica (composicién terapéutica). Los compuestos en cuestiéon
pueden ser formulados para administracion de cualquier modo conveniente para uso en

humanos o en medicina veterinaria.

En un modo de realizacion, ¢l método terapéutico de la invencién incluye la
administracion de la composiciéon tdpicamente, sistematicamente, o localmente como un
implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicién terapéutica para su uso en
esta invencion es, por supuesto, en una forma libre de pirdgenos, fisiolégicamente
aceptable. Ademas, es deseable que la composicién pueda ser encapsulada o inyectada en
forma viscosa para la aplicacién a un objetivo en un sitio del tejido (por ejemplo, hueso,
cartilago, musculo, grasa o neuronas), por gjemplo un sitio que tenga un dafio en el tejido.
La administracion tdpica puede ser adecuada para la reparacién de tejidos y curacion de
heridas. Otros agentes terapéuticos qtiles diferentes a los polipéptidos ActRIIB que pueden

también ser alternativamentc incluidos en la composicion como se describe arriba, pueden
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alternativamente o adicionalmente, ser administrados simultancamente o secuencialmente
con los compuestos en cuestion (tal como polipéptidos ActRIIB) en los métodos de la

mvencion.

En ciertos modo.s de realizacion, los compuestos de la presente invencién pueden
incluir una matriz capaz de aplicar uno 0 mis compuestos terapéuticos (por ejemplo,
polipéptidos ActRIIB) en un sitio objetivo del tejido, que proporcionen una estructura para
el desarrollo del tejido y sean Optimamente capaces de ser reabsorbidos en el cuerpo. Por
gjemplo, la matriz puede proporcionar una liberacion lenta de los polipéptidos ActRIIB.
Tales matrices pueden formarse con materiales actualmente en uso para otras aplicaciones

de implantaciones médicas.

La eleccion del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad,
biodegradabilidad, propiedades mecanicas, apariencia estética y propiedades de la interfaz.
La aplicacién particular de los compuestos sujeto definira la formulacién adecuada.
Matrices potenciales para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, tricalciofosfato,
hidroxiapatita, cido polilactico y polianhidridas biodegradables y definidas quimicamente.
Otros materiales potenciales son biodegradables y bioldgicamente bien definidos, como
huesos o colageno dérmico. Matrices adicionales estdn compuestas de proteinas puras o
componentes de la matriz extracelular. Otras matrices potenciales son no-biodegradables y
quimicamente definidas, como hidroxiapatita sinterizada, bioglass, aluminatos u otras
ceramicas. Las matrices pueden estar formadas por combinaciones de cualquiera de los
tipos de material mencionados arriba, como el acido polilactico y la hidroxiapatita o
coldgeno y tricalciofosfato. La bioceramica puede modificarse en la composicidn, como en
el fosfato-aluminato-calcio, y en el procesamiento para alterar el tamafio del poro, tamaiio

de la particula, forma de la particula, y biodegradabilidad.

En ciertos modos de realizacién, los métodos de la invencién pueden ser
admimstrados oralmente, por ejemplo, en la forma de cdpsulas, tabletas, pildoras,
comprimidos, pastillas (usando una base con sabor agregado, usualmente sacarosa y acacia

o tragacanto), polvos, granulos, o como una solucién o una suspension en un liquido acuoso

60



0 no acuoso, 0 como una emulsion liquida de aceite en agua 0 agua en aceite, 0 como un
elixir o un jarabe, o como un caramelo (usando una base inerte, como gelatina o glicerina, 0
sacarosa O acacia) y/o como un enjuague bucal y similares, cada uno conteniendo una
cantidad predeterminada de un agente como ingredicnte activo. Un agente también puede

ser administrado como un bolo, electuario o pasta.

En formas sohidas de dosificacion para la administracion oral (capsulas, tabletas,
pildoras, grageas, polvos, granulos, y similares), uno o mas compuestos terapéuticos de la
presente invencion pueden ser mezclados con uno o mas portadores aceptables
farmacéuticamente, como el citrato de sodio o el fosfato dicalcico, y/o cualquicra de los
siguientes: (1) rellenos o extensores, como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol,
y/o 4cido; (2) aglomerantes, tales como, por ejemplo, carboximeticelulosa, alginatos,
gelatina, polivinil, pirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol;
(4) agentes de desintegracion, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de papa o
de tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de
la solucion, tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos
cuaternarios de amonio; (7) agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico
y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla bentonita; (9)
lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilén glicoles
solidos, lauril sulfato de sodio, y mezclas de los mismos; y (10} agentes colorantes. En el
caso de las cépsulas, tabletas y pildoras, los compuestos farmacéuticos también pueden
contener agentes tampornes quimicos. Los compuestos sélidos de tipo similar también
pueden emplearse como rellenos en cépsulas de gelatina blandas y duras, utilizando
excipientes tales como lactosa o azcares de la leche, asi como polietilén glicoles de alto

peso molecular y similares.

Las formas liquida de dosificacion para administracién oral incluyen emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente
aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de dosificacién liquidas pueden
contener diluyentes inertes cominmente utilizados en e} arte, tales como, por ejemplo, agua

u otros solventes, agentes de solubilizacion y cmulsificantes, tales como alcohol etilico,
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alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de
bencilo, propilén glicol, 1,3-butilén glicol, aceites (en particular, aceites de semilla de
algoddén, mani, maiz, germen, oliva, castor, y sésamo), glicerol, tetrahidrofuril alcohol,
polictilén glicoles y ésteres de acido graso de sorbitan, y mezclas de los mismos. Junto a los
diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir también adyuvantes tales como
agentes de humectacion, emulsificantes y agentes de suspensidn, agentes endulzantes,

saborizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de
suspension como alcoholes isostearil etoxilados, polioxietilén sorbitol y ésteres de sorbitan,
celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y

mezclas de los mismos.

Algunos compuestos divulgados en la presente pueden ser administrados
topicamente, ya sca a la piel o a las membranas mucosas. Las formulaciones topicas pueden
ademds incluir uno o més de la amplia variedad de agentes conocidos por ser efectivos
potenciadores de la penetracion en la capa cérnea o en la picl. Ejemplos de estos son 2-
pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona, dimetilacetamida, dimetilformamida, propilenoglicol,
alcohol metil o isopropil, dimetilsulfoxido, y azone. Més agentes adicionales pueden ser
incluidos para hacer la formulacion cosméticamente aceptable. Ejemplos de estos son
grasas, ceras, aceites, tintes, fragancias, preservativos, estabilizadores, y agentes activos de
superficie. Agentes queratoliticos como los conocidos en el arte pueden también ser

incluidos. Ejemplos son el acido salicilico y el azufre.

Las formas de dosificacion para la administracion tépica o transdérmica incluyen
polvos, acrosoles, unglentos, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e
inhaladores. El compuesto activo puede mezclarse bajo condiciones estériles con un
portador farmacéuticamente aceptable, y con cualquier tampon quimico, preservativos o
propulsores que puedan ser requeridos. Los ungiientos, pastas, cremas y geles pueden
contener, ademds del compuesto de esta invencién {por cjemplo, un polipéptido ActRIIB),

excipientes, tales como grasas vegetales y animales, aceites, ceras, parafinas, almidon,
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tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, 4cido silicico,

talco y 6xido de cinc, 0 mezclas de los mismos.

Los polvos y aerosoles pueden contener, ademas del compuesto sujeto en esta
invencion, excipientes como lactosa, talco, 4cido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos
de calcio y poliamida en polvo o mezclas de estas sustancias. Los aerosoles pueden
contener adicionalmente propulsores usuales, tales como clorofluorohidrocarburos e

hidrocarburos volatiles no sustituidos, tales como el butano y el propano.

En una forma dec realizacion, los compuestos farmacéuticos adecuados para
administracidn parenteral pueden incluir uno o mas polipéptidos ActRIIB, en combinacion
con una 0 més emulsiones, suspensiones, dispersiones o soluciones, acuosas 0 no acuosas,
isoténicas estériles farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden ser
reconstituidos en soluciones o en dispersiones cstériles inyectables justo antes de usarlas,
las cuales pueden contener antioxidantes, tampén quimicos, bacteriostaticos, solutos que
suministran la formulacién isotonica con la sangre del receptor destino o agentes de
suspension o espesantes. Ejemplos de portadores adecuados acuosos y no acuosos que
pueden ser empleados en los compuestos farmacéuticos de la invencién incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilén glicol, polietiién glicol, y similares), y
mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada se puede mantener,
por gjemplo, por medio del uso de materiales de recubrimiento, como la lecitina, por medio
del mantenimiento del tamafio de particula requerido en ¢l caso de las dispersiones y por

medio del uso de surfactantes.

Los compuestos de la invencion pueden contener también adyuvantes, tales como
preservativos, agentes humectantes, agentes emulsificantes y agentes dispersantes. La
prevencion de la accién de microorganismos puede ser asegurada por la inclusién de varios
agentes antibacteriales y antimicoticos, por ¢jemplo, parabeno, clorobutanol, acido sorbico
fenol, y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como

azlcares, cloruro de sodio, y similares en los compuestos. Adicionalmente, la absorcién
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prolongada de la forma farmacéuticamente inyectable puede ser realizada por medio de la
inclusion de agentes que retrasen la absorcién, como el monoestearato de aluminio y la

gelatina.

Se entiende que el régimen de dosis serd determinado por el médico tratante,
constderando varios factores que modifican la accidén de los compuestos materia de la
mvencion (por ejemplo, polipéptidos ActRIIB). Los varios factores dependerin de la

enfermedad a ser tratada.

En una forma de realizacidn, la presente invencion se refiere a la terapia génica para
la produccién en vivo de polipéptidos ActRIIB u otros compuestos divulgados en la
presente. Dicha terapia conseguiria su efecto terapéutico por medio de la introduccion de
secuencias de polinucledtidos ActRIIB en las células o tejidos que tengan los trastornos que
sc¢ enlistan arriba. El suministro de secuencias de polinucledtidos ActRIIB puede
conseguirse usando un vector de expresion recombinante como un virus quimera 0 un
sistema de dispersion coloidal. Para el suministro terapéutico de secuencias de

polinucledtidos ActRIIB se prefiere el uso de liposomas dirigidos.

Varios vectores virales que pueden ser utilizados para terapia génica como se
ensefia en la presente incluyen adenovirus, virus herpes, virus vacuna o, prefercntemente,
un virus ARN, como un retrovirus. Preferiblemente, el vector retroviral es un derivado de
un retrovirus murino o retrovirus de ave. Ejemplos de vectores retrovirales en los que se
puede insertar un solo gen extrafio incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia
murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del
tumor mamario murino (MuMTYV), y virus del sarcoma de Rous (RSV). Varos vectores
retrovirales adicionales pueden incorporar multiples gencs. Todos estos vectores pueden
transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de modo que se pueden
identificar y generar las células transducidas. Los vectores retrovirales se pueden hacer
especificos para un objetivo atacando, por ejemplo un azicar, un glucolipido, o una
proteina. E] objetivo preferido se consigue usando un anticuerpo. Los expertos en el arte

reconoceran que secuencias de polinucledtidos especificas se pueden insertar en el genoma
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retroviral o adjuntado a una capsula viral para permitir el suministro especifico al objetivo
del vector retroviral que contiene el polinucledtido ActRIIB. En una forma de realizacién

preferida, el vector es dirigido al tejido/células del hueso, cartilago, miisculo o neurona.

Alternativamente, las células de cultivo de tejido pueden ser directamente
transfectadas con plasmidos cedificando los genes estructurales retrovirales gag, pol y env,
por medio de transfeccién mediante fosfato de calcio convencional. Estas células son luego
transfectadas con el pldsmido vector que contiene los genes de interés. Las células

resultantes liberan el vector retroviral en el medio de cultivo.

Otro sistema de suministro dirigido para polinucleétidos ActRIIB es un sistema de
dispersién coloidal. Los sistemas de dispersién coloidal incluyen complejos de
macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, gotas y sistemas basados en lipidos que
incluyen emulsiones accite-en-agua, micelas, micelas mixtas, y liposomas. El sistema
coloidal preferido de esta invencién es un liposoma. Los liposomas son vesiculas con
membranas artificiales que son 1tiles como vehiculos de suministro in vitro y en vivo. El
ARN, ADN vy los viriones intactos se pueden encapsular dentro del interior acuoso y
suministrados a las células de una forma biolégicamente activa (Fraley, y col., Trends
Biochem. Sci., 6:77, 1981). Se conocen en el arte métodos para la eficiente transferencia de
genes usando un vehiculo liposoma, ver por ejemplo, Mannino, et al., Biotechniques,
6:682, 1988. La composicion del liposoma es usualmente una combinacion de fosfolipidos,
usualmente en combinacién con esteroides, especialmente colesterol. Otros fosfolipidos u
otros lipidos pueden también ser usados. Las caracteristicas fisicas de los liposomas

dependen de pH, fuerza i6nica, y la presencia de cationes divalentes.

Entre los ejemplos de lipidos tiles en la produccién de liposomas se incluyen los
compuestos fosfatidilo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilscrina,
fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrosidos v ganglidsidos. Entre los fosfolipidos
ilustrativos se incluyen la fosfatidilcolina de huevo, la dipalmitoilfosfatidilcolina y la

distearoilfosfatidilcolina. El direccionamiento de liposomas ¢s también posible basado en,
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por ejemplo, la especificidad de érgano, especificidad de célula y especificidad de

organclos, y es conocido por aquellos versados en la materia.

EJEMPLIFICACION

La invencion que se ha descrito hasta ahora en términos generales puede ser mdas
facilmente entendida por medio de referencias a los siguicntes ejemplos, que estan
mncluidos solamente para propésitos de ilustrar algunos modos de realizacion de la presente

invencidn, y su intencidn no es la de limitar la invencién.
Ejemplo 1. Generacién de una proteina de fusion ActRIIB-Fe

Los Solicitantes construyeron una proteina de fusién ActRIIB soluble que tiene el
dominio extracelular de ActRIIB humana fusionado a un dominio Fc de humano o ratén,
con un enlazador minimo (ires acidos amino glicina) entre ellos. Los constructos son

nombrados como ActRIIB(20-134)-hFc y ActRIIB(20- 134)-mFc, respectivamente.

Se muestra abajo el ActRIIB-hFc tal como se purifico a partir de lineas celulares
CHO (SEQ ID NO: 5)

GRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCY ASWRNSSGTIELVKKGCWLD

DFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK

PREEOYNSTYRVVSVLTVILHODWINGKEYKCKVSNKALPYPIEKTISKAKGOPREPOVYTLP

PSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWOOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Las proteinas ActRIIB(20-134)-hFc¢ y ActRIIB(20-134)-mFc fueron expresadas en

lineas celulares CHOQO. Se consideraron tres secuencias lideres diferentes:

(i) Melitina de abeja de miel (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA
(SEQIDNO: 7}

(11) Activador tisular del plasmindgeno (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP
(SEQ ID NO: 8)

(iii) Nativa: MGAAAKLAF AVFLISCSSGA (SEQ 1D NO: 9).

66



La forma seleccionada emplea el lider TPA vy tiene la siguiente secuencia de

aminoacidos sin procesar:

D

MDAMKRGLCCYVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIY YNANWELERTNOSGLERCEGEQDK
RLHCYASWRNSSGTIELVEKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPOVYFCCCEGNFCNERFTHLP
EAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV

SHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEOYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK

ALPVPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVFSCSVMHEALHNNHYTOKSLSLSPGK (SEQ

ID NC: 17)

Este polipéptido estd codificado por la siguiente secuencia de dcidos nucléicos (SEQ

ID NO: 10):
ATGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG  TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA
GTCTTCGTTT CGCCCGGCGC CTCTGGGCGT GGGGAGGCTG AGACACGGGA
GTGCATCTAC TACAACGCCA ACTGGGAGCT GGAGCGCACC AACCAGAGCG
GCCTGGAGCG CTGCGAAGGC GAGCAGGACA AGCGGCTGCA CTGCTACGCC
TCCTGGCGCA  ACAGCTCTGG  CACCATCGAG  CTCGTGAAGA AGGGCTGCTG
GCTAGATGAC TTCAACTGCT ACGATAGGCA GGAGTGTGTG GCCACTGAGG
AGAACCCCCA GGTGTACTTC TGCTGCTGTG AAGGCAACTT CTGCAACGAG
CGCTTCACTC ATTTGCCAGA GGCTGGGGGC CCGGAAGTCA CGTACGAGCC
ACCCCCGACA GCCCCCACCG GTGGTGGAAC TCACACATGC CCACCGTGCC
CAGCACCTGA ACTCCTGGGG GGACCGTCAG TCTTCCTCTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA CATGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC TGOTACGTGG
. ACGGCGTGGA GGTGCATAAT GCCAAGACAA  AGCCGCGGGA  GGAGCAGTAC
AACAGCACGT ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG
GCTGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG
TCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA AGAACCAGGT
CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC
GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC TCACCGTGGA
CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG

AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT AAATGA



La secuencia N-terminal del material producido con la célula CHO reveld una
importante secuencia de -GRGEAE (SEQ ID NO: 11). De modo notable, otros constructos

reportados en la literatura comienzan con una secuencia -SGR.

La purificacion se puede alcanzar por medio de una serie pasos de cromatografia en
columna, incluyendo, por ejemplo, tres o méas de los siguientes, en cualquier orden:
cromatografia en proteina A, cromatografia en Q sefarosa, cromatografia en fenil sefarosa,
cromatografia de exclusién de tamafio y cromatografia de intercambio de cation. La

purificacién podria ser completada con filtracion viral y cambio del tampoén quimico.

Las proteinas de fusion ActRIIB-Fe también fueron expresadas en células HEK293
y en células COS. Aunque el material de todas las lineas celulares y condiciones razonables
de cultivo proporcionaron proteina con actividad de construccién de misculo en vivo, se
observo variabilidad en la potencia, tal vez relacionada con la seleccion de lineas celulares

y/o las condiciones de cultivo.
Ejemplo 2: Generacion de Mutantes ActRIIB-Fc

Los Solicitantes generaron una seric de mutaciones en el dominio extracelular de
ActRIIB y produjeron estas protcinas mutantes como proteinas de fusion solubles cntre
ActRIIB extracelular y un dominio Fe. La fusién de fondo ActRIIB-Fc tiene la secuencia
(1a porcidn Fc estd subrayada)(SEQ ID NO: 12):

SGROEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWL
DDFNCYDRQECVATEENPOQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCP
PCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKT
KPREEOYNSTYRVVSVILTVIHODWINGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPOVYTL
PPSREEMTENOVSLTCLVEKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDK
SRWOOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Varias mutaciones, incluyendo los truncamientos N- y C-terminal, fueron
introducidas en la proteina ActRIIB-Fc¢ de fondo. Basados en los datos presentados en el
Ejemplo 1, se espera que a estos constructos, si se expresan con un lider TPA, les falte la

serina N-terminal. Las mutaciones fueron generadas en un dominio extracelular ActRIIB
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por medio de mutagéncsis PCR. Después de PCR, los fragmentos fueron purificados a
través de una columna de Qiagen, digeridos con Sfol v Agel y gel purificado, Estos
fragmentos fueron ligados en el vector de expresiéon pAID4 (ver W02006/012627), para
que sobre la ligacion creara quimera de fusién con IgGl humano. Sobre la transformacion
en E. co Ii DHS alfa, se recogieron colonias y los ADNs fueron aislados. Para los
constructos murinos (mFc), se substituyd un IgG2a murino por un IgGl humano. Se

verifico la secuencia de todos los mutantes.

Todos los mutantes fueron producidos en células HEK293T por medio de
transfeccion transitoria. En resumen, en un centrifugador de 500ml, células HEK293T
fueron puestas a 6x10°cells/ml en un medio Freestyle (Invitrogen) en un volumen de 250ml
y puestas a cultivar durante la noche. Al dia siguiente, estas células fueron tratadas con
complejo DNA:PEI (1 : 1} a 0.5 ug/ml, concentracién final de ADN. Después de 4 horas, se
afiadié 250 ml de medio y las células fucron puestas a cultivar por 7 dias. El medio

acondicionado fue cosechado dando vuelta hasta asentar las células y concentrado.

Los mutantes fucron purificados usando una variedad de técnicas, incluyendo, por
ejemplo, una columna de proteina A y eluidos con un tampén glicina de bajo pH (3.0).

Después de la neutralizacion, éstos fueron dializados contra PBS.

Los mutantes también fueron producidos en células CHO por medio de una

metodologia similar.

Los mutantes fueron puestos a prueba en prucbas de enlace y/o biopruebas. En
algunos casos, las pruebas fueron llevadas a cabo con medio acondicionado en lugar de
proteinas purificadas. Las variantes son descritas, por ejemplo, en solicitudes de patentes
publicadas WO 06/012627 y WO 08/097541. Tales variantes pueden ser usadas en los

métodos descritos en cl presente.
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Ejemplo 3: Efecto del ActRITB(20-134)-hFc en las propiedades termogénicas de tejido

adiposo blanco en ratones alimentados con una dieta rica en grasas.

Los Solicitantes investigaron los efectos de ActRIIB-Fc en adipocitos marrones y
otros parametros metabélicos en ratones machos con una dieta rica en grasa. Ratones
C57BL/6 de diez semanas fueron igualados en su peso y tratados con ActRIIB(20-134)-hFc
(n = 10) o Vehiculo Solucién salina temporada con Tris (TBS) (n = 7) dos veces por
semana a 10 mg/kg, s.c, durante 60 dias. Durante este periodo, los ratones tenian acceso
ilimitado a una dieta que contenia 58% de grasa en lugar de su comida estindar que
contenia 4.5% de grasa. Al final del estudio, se recolectaron las almohadillas de grasa
epididimaria, y se uso RT-PCR cuantitativa (reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa) para medir los niveles mRNA que codifican la proteina
desacopladora - 1 (UCPI), un marcador bastante documentado de la habilidad termogénica
en adipocitos marrones, que estan distribuidos difusamente dentro de los depésitos

adiposos blancos (Cousin et al, 1992, J Cell Sci 103:931-942).

El tratamiento ActRIIB(20-134)-hFc causo una constelacion de efectos metabdlicos
notables. En ratones en un dieta rica en grasa, ActRIIB(20-134)-hFc incremento los niveles
de UCPl mRNA en la grasa epididimaria casi nueve veces comparado con el vehiculo
(Figura 1; P < 0.05), un efecto particularmente impresionante dado que los ratones
C57BL/6 muestran induccidén severamente debilitada de UCP! y adipocitos marrones dentro
de los depdsitos de grasa blancos claves, comparados con otras cepas de ratones (Guerra et
al., 1998, J Clin Invest 102:412-420; Xue et al., 2007, J Lipid Res 48:41-51). ActRIIB(20-
134)-hFc también produjo una reduccién beneficiosa del 30% (P < 0.001) de
concentraciones acidas grasas libres de suero. De modo importante, el aumento de UCP] se
vio acompaiiado de efectos benéficos del ActRIIB(20-134)-hFc en la composicién corporal,
como sc¢ determind por medio de resonancia magnética nuclear (NMR) al inicio de la
prueba y en el dia 48. Bajo condiciones dietarias ricas en grasas, el total de masa grasa en
controles tratados con el vehiculo se triplicd durante este periodo de 48 dias, y el
tratamiento con ActRITB(20-134)-hFc cort6 este incremento en 40%. Para el dia 48, el total

de masa grasa cra de 26% del peso corporal en ratones tratados con ActRIIB(20-134)-hFe-
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vs. 39% en ratones de control, mientras que la masa delgada de tejido era de 64% del peso
corporal en ratones tratados con ActRIIB-Fc vs. 55% en ratones de control. Asi, ¢l
resultado neto fue una composicién corporal mas saludable bajo condiciones de dieta rica

en grasa.

Ejemplo 4: Efecto de Ia variante truncada ActRIIB(25-131)-hFc en las propiedades
termogénicas de tejido adiposo blanco en ratones alimentados con una dieta rica en

grasa.

En el estudio descrito arriba (Ejemplo 3), los Solicitantes también investigaron los
cfectos de la variante truncada ActRIIB(25-131)-hFc en las propiedades termogénicas del
tejido adiposo blanco y otros pardametros metabolicos, bajo condiciones dietarias ricas en

grasa.

Los Solicitantes generaron una proteina ActRIIB(25-131)-hFc de fusion truncada
(Figuras 13-14), usando el mismo lider y metodologia como se describid arriba con
respecto a la ActRIIB(20-134)-hFc. La proteina madura purificada después de la expresion
en células CHO tiene la secuencia mostrada abajo (SEQ ID NO: 6):

ETRECIYYNA NWELERTNQS GLERCEGEQD KRLHCYASWR NSSGTIELVK KGCWLDDFNC
YDROECVATE ENPOVYFCCC EGNFCNERFT HLPEAGGPEV TYEPPPTGGG THTCPPCPAP
ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCY WDVSHEDPE VKFNWYVDGV EVHNAKTKPR
EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP
PSREEMTEKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SFFLYSKLTV
DKSRWQQGNYV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSPGK

Se sometieron ratones C57BL/6 de diez semanas de edad a tratamiento con
ActRIIB(25-131)-hFc, a 10 mg/ke, s.c., o vehiculo de solucion salina tamponada con Tris
(TBS) dos veces por semana durante 60 dias. Durante este periodo, los ratones tenian
acceso ilimitado a una dieta que contenia 58% de grasa en lugar de la comida estandar que
contenia 4,5% de grasa. Un grupo adicional de ratones mantenidos en la dieta de comida

estandar también fue tratado con el vehiculo TBS y seguido como control dietario.
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Bajo condiciones dietarias ricas en grasa, el tratamiento con ActRIIB(25-131)-hFc
detond cambios histoldgicos y un perfil de expresion genética en tejido adiposo blanco que
fueron consistentes con la habilidad termogénica. Como se muestra en la figura 2, el
examen histologico de la grasa blanca epididimaria indicé que la ActRIIB(25-131)-hFc
redujo el tamafio de las gotas de lipido y causé la formacion de grupos de adipocitos
multiloculares que son distintivos de la grasa marrén. Ademés, el analisis
mmunohistoquimico de este tejido reveld induccién citoplasmatica generalizada de UCP],

tanto en los adipocitos multiloculares como los uniloculares como resultado del tratamiento
con ActRIIB(25-131)-hFc (Figura 2).

Acompafiando estos cambios histologicos hubo cambios significativos en la expresion de
genes reguladores metabdlicos o termogénicos claves en la grasa blanca epididimaria, como
se determiné por RT-PCR cuantitativo. En ratones en una dieta rica en grasa el tratamiento
con ActRIIB(25-13 1)-hFc incrementd los niveles mRNA de UCPI en mas de 60 veces
comparado con el vehiculo (Figura 3), un cambio particularmente impresionante ya que,
como se anoto arriba, esta cepa de ratones muestra una induccion severamente debilitada de
UCP! y adipocitos marrones dentro de depdsitos grasos blancos claves, en comparacién
con otras cepas de ratones. Adicionalmente, ¢l tratamiento con ActRIIB(25-131)-hFc
incrementé los niveles de mRNA que codifica la sirtuina SIRT-I (regulador de la
informacion silenciosa, homologo 1) (Figura 4), un regulador maestro sensible a la energia
{(deacetilasa} que protege contra el dafio metabélico inducido por una dieta rica en grasa
(Pfiuger et al, 2008, Proc Natl Acad Sci USA 105:9793-9798) y esta implicado como un
importante control de la movilizacién acida grasa (Rodgers et al., 2008, FEBS Lett 582:46-
53). De modo significativo, el tratamiento con ActRIIB(25-131)-hFc también incrementd
los niveles de mRNA que codifica PGC- la (co-activador 1a del receptor gamma activado
del proliferador de peroxisomas) (Figura 5), un objetivo bastante documentado del SIRT-I
que, a su vez, controla la expresion de muchos genes necesarios para la biogénesis
mitocondrial y la habilidad termogénica en tejido adiposo marrén (Uldry et al., 2006, Cell
Metab, 3:333-341). Notablemente, se ha mostrado que la expresion forzada de PGC-la en

adipocitos blancos induce un programa termogénico de expresion genética, incluyendo la
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UCPI, asemejandose cercanamente a la de los adipocitos marrones (Hansen et al, 2006,
Biochem J 398:153-168). En el presente estudio, ActRIIB(25-131)-hFc¢ restaurd la
expresion genética de PGC-la en tejido adiposo blanco, bajo condiciones dictarias ricas en
grasa, hasta niveles imposibles de distinguir de aquellos en los ratones alimentados con la

dieta estandar (Figura 5).

Los cambios adicionales asociados con el tratamiento constituyen un vinculo
prominente entre el perfil de expresion alterada en tejido adiposo blanco y efectos
metabdlicos y hormonales benéficos. Asi, en grasa blanca epididimaria, ActRIIB(25-131)-
hFc aumenté los niveles de mRNA que codifica la Foxo-1 (proteina O subfamilia 1 que
contiene una caja forkhead) (Figura 6), un factor de transcripcion que es tanto un objetivo
de SIRT-I como un inductor clave de la expresion de adiponectina (Qiao et al., 2006, J Biol
Chem 281 :39915-39924). La adiponectina, una hormona derivada de la grasa cuya
concentracion varia inversamente con la masa/obesidad grasa, ejerce importantes acciones
de sensibilidad a la insulina cn tejidos diana (Yamauchi et al., 2001, Nat Med 7:941-946;
Maeda et al., 2002, Nat Med 8:731-737; Kadowaki et al., 2005, Endocr Rev 26:439-451).
Consistente con la induccion Foxo-1 mRNA, el tratamiento ActRIIB(25-131)-hFc elevd los
niveles de mRNA de adiponectina en grasa blanca epididimaria (Figura 7) asi como en
concentraciones circulatorias de adiponectina (Figura 8). De modo importante, estos
cambios estuvieron acompafiados en los ratones tratados con ActRIIB(25-13 1)-hFc por un
fuerte decrecimiento en la insulina circulante (Figura 9), triglicéridos, acidos grasos libres,
lipoproteina de rica densidad (HDL), y lipoproteina de baja densidad (LDL), llevando a la
normalizacion de casi todos estos parametros. Finalmente, los efectos antes mencionados
estuvieron acompafiados por cambios benéficos en la composicion corporal, como se
determiné por resonancia magnética nuclear (NMR) en el inicio y en el dia 48.
Especificamente, la masa de grasa total en los controles tratados con el vehiculo bajo
condiciones dietarias ricas en grasa se triplicd durante este periodo de 48 dias, y el
tratamiento con ActRIIB(25-131)-hFc corté este incremento por casi 40%. En resumen, el
tratamiento con ActRITB(25-13 1)-hFc bajo condiciones dietarias ricas en grasa dio como

resultado 1) cambios histologicos y un perfil de expresion de genes en tejido adiposo
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blanco que fueron consistentes con la capacidad termogénica, 2) cambios benéficos en un
amplio rango de pardmetros metabdlicos y hormonales, y 3) una composicién corporal

mejorada.

Ejemplo 5: Efecto de la ActRIIB(25-131)-mFc en depdsitos de grasa marrén en

ratones alimentados con una dieta rica en grasa

En ofro estudio, los Solicitantes investigaron los efectos de la variante truncada
ActRIIB(25- 131)-mFc sobre las propicdades de los depositos de grasa marrén
interescapular bajo condiciones dietarias ricas en grasa. Ratones C57BL/6 de nueve
semanas fueron tratados con ActRIIB(25-131)-mFc (n = 20), a 10 mg/kg, s. ¢, o vehiculo
solucidn salina temporada con Tris (TBS) (n = 10) dos veces por semana durante 60 dias.
Comenzando 7 dias antes del comienzo de la dosificacion, los ratones tuvieron acceso
ilimitado a una dieta que contenia 58% de grasa en lugar de la comida estindar que
contenia 4.5% de grasa. En grupo adicional de ratones (n = 10) mantenidos en la dieta de
comida estindar fueron también tratados con ¢l vehiculo TBS, y seguidos como un control

dietario.

Comparada con la dieta estandar, la dieta rica en grasa produjo varios cambios
notables en el depodsito interescapular de tejido adiposo marrén, y el tratamiento con
ActRIIB(25-131)-mFc invirti¢ ya sca completamente o en gran medida cada uno de estos
cambios. Especificamente, la dieta rica en grasa causd un crecimiento pronunciado de los
depdsitos interescapulares asi como un aclaramiento de su color de rojo a rosa (Figura 10).
Este crecimiento inducido por la dicta reflejo una duplicacién de la masa (Figura 11) y una
reduccién en la densidad (Figura 12) de los depdsitos de grasa marron. La densidad de los
depdsitos fue determinada por tomografia microcomputarizada (microCT) in situ para un
subconjunto de ratones (n = 4 por grupo) cuyos porcentajes de total de grasa corporal,
como se determind por resonancia magnética nuclear (NMR), estuvieron més cercanos a
los medios del grupo (todos los ratones fueron escaneados por NMR. En cualquier caso, el
tratamiento con ActRIIB(25-13 1)-mFc revirtié completamente los cambios inducidos por la

dieta en la masa de grasa marrén (Figura 11) y la densidad (Figura 12), mientras revirtid en
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gran medida los cambios inducidos por la dieta en tamafio y color del depésito (Figura 10).
Estos resultados indican que, bajo condiciones dietarias ricas en grasa, la ActRITB(25-131)-
mFc en gran medida o completamente restablece las propiedades que son probables de
corresponderse con el funcionamiento de grasa marrén saludable y asi mejora la calidad de

la grasa marrén como reduce el tamaiio general de los depositos de grasa marrén,

Tomados juntos, estos datos indican que las proteinas de fusion ActRIIB-Fc¢ soluble
pueden ser usadas como antagonistas de sefializacion por ligandos de familia TGF para
aumentar la formacién y/o actividad de adipocitos marrones termogénicos, y por lo tanto,
para tratar condiciones metabdlicas exacerbadas por una ingesta caldrica alta y

potencialmente otras condiciones médicas también.

INCORPORACION POR REFERENCIA

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la presente estan incorporadas
en la presentc por referencia en su totalidad como si cada publicacién o patente individual

estuviera especificamente ¢ individualmente indicada para ser incorporada por referencia.

A pesar de que formas de realizacion especificas del tema que nos ocupa han sido
discutidas, la especificaciéon antes mencionada es ilustrativa y no restrictiva, Muchas
variaciones se haran evidentes para aquellos expertos en el arte en la revisién de esta
especificacion y las reivindicaciones de mas abajo. El alcance total de la invencion deberia
ser determinado por referencia a las reivindicaciones, junto a su alcance total de

equivalentes, y la especificacion, junto a dichas variaciones.
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Reivindicaciones:

1. Un método para aumentar los adipocitos termogénicos en un paciente que lo requiera,
en donde el método consiste en la administracion de una cantidad efectiva de un

compuesto seleccionado de un grupo que consiste de:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que sea por lo
menos 90% idéntica a la secuencia de aminodcidos 29-109 de SEQ ID
NO:2;y

¥
b. un polipéptido codificado por un acido nucléico que hibride, bajo estrictas

condiciones de hibridacion, con el acido nucléico de SEQ ID NO: 3.
2. Un metodo segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido es un dimero.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido es una proteina de

fusién que comprende una porcion heteréloga de ActRIIB

4. Un método segun la reivindicacidn 3, en el que el polipéptido estd fusionado con un

dominio constante de una inmunogiobulina.

5. Un método segun la reivindicacion 4, en el que el polipéptido estd fusionado a una

porcién Fec de una inmunoglobulina.

6. Un método segun la reivindicacién 5, en el que la inmunoglobulina es un IgGl

humano.

7. Un método segun cualquicra de las reivindicaciones 1-6, en el que el polipéptido

comprende la secuencia de SEQ ID NO:5 0 6.

8. Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en ¢l que el paciente tenga
un trastorno metabélico, )
%

9. Un método seghin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, ¢n el que el paciente tenga

un trastorno muscular y un trastorno metabélico.
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10.

Un método segun cualquicra de las reivindicaciones 1-9, en el que el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que sca por lo menos 95% idéntica a la

secuencia de aminoacidos 29-109 of SEQ ID NO:2.

11. Un método segun la reivindicacion 10, en el que el polipéptido comprende una

secuencia de aminodcido que sea por lo menos 97% idéntica a la secuencia de

aminoacidos 29-109 of SEQ ID NO:2.

12. Un método segun la reivindicacién 11, en el que el polipéptido comprende una

13.

14.

secuencia de aminoacido que sea por lo menos 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 of SEQ 1D NO:2.

Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacido que sea por lo menos 90% idéntica a la

secuencia de ammnoacidos 25-131 of SEQ ID NO:2.

Un método segun la reivindicacion 13, en el que el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacido que sea por lo menos 95% idéntica a la secuencia de

aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO:2.

15. Un método segun la reivindicacién 14, en el que el polipéptido comprende una

secuencia de¢ aminoacido que sea por lo menos 97% idéntica a la secuencia de
aminodcidos 25-131 de SEQ ID NO:2,

16. Un método segun la reivindicacidén 15, en el que el polipéptido comprende una

17.

18.

secuencia de aminoécido que sea por lo menos 99% idéntica a la secuencia de 25-131
de SEQ ID NO:2,

Un método segun cualquicra de las reivindicaciones 1-16, en el que la administracién

del compuesto promueve la expresién de UCP-I en adipocitos del paciente tratado.

Un método segln la reivindicacion 17, en el que la expresién de UCP-I es aumentada

en el tejido adiposo blanco.
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19. Un método para incrementar los adipocitos termogénicos en un paciente en necesidad
del mismo, en donde ¢l método comprende la administracion de una cantidad efectiva

de un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
a. un antagonista de ActRIIB;
b. un antagonista de miostatina,
c. un antagonista de activina,
d. un antagonista de GDF11;
e. un antagonista de Nodal; y
f. un antagomsta de GDF3.

20. Un método segln la reivindicacion 19, en el que el compuesto es un antagonista de
ActRI1IB.

21. Un método segun la reivindicacion 20, en el que el antagonista de ActRIIB es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que se enlace con ActRIIB y
un 4cido nucléico que hibride con un 4cido nucléico que codifique ActRIIB e inhiba

la produccion de ActRIIB.

22. Un método segin la reivindicacion 19, en el que el compuesto es un antagonista de la

miostatina.

23. Un método segln la reivindicacion 22, en el que el antagonista de la miostatina es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que se enlace con la
miostatina, un acido nucléico que hibride con un 4cido nucléico que codifique la
miostatina e inhiba la produccién de miostatina, y un polipéptido que comprenda un

propéptido de miostatina o una variante del mismo.

24. Un método segun la reivindicacion 19, en el que el compuesto es un antagonista de la

activina.

25. Un método segun la reivindicacion 24, en el que el compuesto es un antagonista de una

proteina activina seleccionada de la activina A, activina B, activina C y activina E.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32,

Un método segun la reivindicacién 24 o 25, en el que ¢l antagonista de la activina es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que enlace con la activina y un
acido nucléico que hibride con un 4cido nucléico que codifique la activina e inhiba la

produccion de activina.

Un método segun la reivindicacion 19, en el que el compuesto es un antagonista de
GDF3.

Un método segin la reivindicacion 27, en ¢l que el antagonista de GDF3 es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que enlace con GDF3, un 4acido
nucléico que hibride con un 4cido nucléico que codifique GDF3 ¢ inhiba la
produccion de GDF3, y un polipéptido que comprenda un propéptido GDF3 o una

variante del mismo.

Un método segln la reivindicacion 19, en el que el compuesto es un antagonista de
GDF11.

Un método segin la reivindicacion 29, en el que el antagonista de GDF11 es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que enlace con GDF11, un
acido nucléico que hibride con un dcido nucléico que codifique GDF11 e inhiba la
produccién de GDF11, y un polipéptido que comprenda un propéptido de GDF11 o

una variante del mismo.

Un método segun la reivindicacion 30, en el que el compuesto es un antagonista de
Nodal.

Un método segun la reivindicacion 31, en el que el antagonista del Nodal es
seleccionado del grupo que consiste de: un anticuerpo que enlace con ¢l Nodal, un
acido nucléico que hibride con un acido nucléico que codifique el Nodal e inhiba la
produccién de Nodal, y un polipéptido que comprenda un propéptido de Nodal o una

variante del mismo.
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Resumen:

En algunos aspectos, la presentc invencion se refiere a compuestos y métodos para
aumentar los adipocitos termogénicos (por ¢jemplo, los adipocitos marrén u otros
adipocitos que expresen UCP-1) por medio de la administracion de un antagonista de una
ruta de sefalizacién mediada por ActRIIB. Como ejemplo de dichos antagonistas se pueden
citar, entre otros, polipéptidos ActRIIB, anticucrpos ActRIIB, anticuerpos anti-miostatina,
anticuerpos anti-GDF3 y anticuerpos anti-Nodal, anti-activina y anti GDF11. Una variedad
de trastornos metabdlicos y de otro tipo se puede tratar causando un aumento en los

adipocitos termogénicos.

WPC19033/1D.208172
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CCTCGACCTC

0 D K R
AGGACAAGCG

GCGTGGTIGG
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¥F R ¥ 8
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CTTCCGCTCG
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I B L
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¥ F C
TACTTICTGCT
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E P P
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P T
CCGACAGGTG

CGGTCTCCGA

GTGGAACTCA
CACCTTGAGT
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GGCAGTCAGA

CCGGACCCCT
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GACTCCAGTT

ARGACAAAGC
TTCTGTTTCG

CGTCCTCACC
GCAGGAGTGG

GCAAGGTCTC
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TCCTCTTCCC
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GTTCAACTGG
CAAGTTGACC
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GTCCTGCACC
CAGGRACGTGG

CAACAAAGCC
GTTGTTTCGG

TTCAGTGCAT

CCGTGCCCAG
GGCACGGGTC
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GGGTTTTGGG

GCGTGGTGGT
CGCACCACCA

TACGTGGACG
ATGCACCTGC

GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

AGGACTGGCT
TCCTGACCGA

CTCCCAGCCC
GAGGGTCGGG

FIGURA 14

GCTCGGTGGG

CACCTGAACT
GTGGACTTGA

AAGGACACCC
TTCCTGTGGG

GGACGTGAGC
CCTGCACTCG

GCGTGGAGGT
CGCACCTCCA

AGCACGTACC
TCGTGCATGG

GAATGGCAAG
CTTACCGTIC

CCATCGAGAA
GGTAGCTCTT

GGCTGTCCAC

CCTGGGGGGA
GGACCCCCCT

TCATGATCTC
AGTACTAGAG

CACGRAGACC
GTGCTTICTGG

GCATAATGCC
CGTATTACGG

GTGTGGTCAG
CACACCAGTC

GAGTACAAGT
CTCATGTTCA

RACCATCTCC
TTGGTAGAGG
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METODOS PARA AUMENTAR LOS ADIPOCITOS TERMOGENICOS

Resumen:

En algunos aspectos, la presente invencién se refiere a
compuestos y métodos para aumentar los adipocitos
termogénicos (por ejemplo, los adipocitos marrén u otros
adipocitos que expresen UCP-1) por medic de la
administracién de un anfagonista de una ruta de sefializacion
mediada por ActRIIB. Como ejemplo de dichos antagonistas
se pueden citar, entre otros, polipéptidos ActRIIB, anticuerpos
ActRIIB, anticuerpos anti-miostatina, anticuerpos anti-GDF3 y
anticuerpos anti-Nodal, anti-activina y anti GDF11. Una
variedad de trastornos metabdlicos y de ofro tipo se puede
tratar causando un aumento en los adipocitos termogénicos.
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