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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATE-N'I.'E-
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [] Patente de Modelo de Utilidad.
[X] capitulo I. O capitulo 11,
Nombre: ACCELERON PHARMA INC.
Sociedad constituida y existente bajo las
leyes del Estado de Delaware, Estados
SOL'?_,'I;\NTE Unidos de América. IDENTIFICACION
Direccion: 128 Sidney Street, C.C. D NIT D
Cambridge, CE. C oo [
Massachusetts 02139,
Estados Unidos de América Cual
Numero
Domicilio. Cambridge,
Massachusetts,
Estados Unidos de América
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42. No. 72-35 C.C. [x] NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE ) C.E. D Oftro D
O APODERADO Fax: 211 86 50
E-mail; clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Jasbir SEEHRA 2. John KNOPF
3 Lincoln Terrace, 147 Robbins Drive,
INVENTOR (E Lexington Carlisle,
(72) (ES) Massachusetts 02421-6818, Massachusettss 01741,
Estados Unidos de América Estados Unidos de América
3. Ken ATTIE
228 Marlborough Street
Boston,
Massachusetts 02116
Estados Unidos de América
PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/US2010/048322 Fecha: 09 de septiembre de 2010
Publicacién Internacional No. WO 2011/031901 A1 Fecha: 17 de marzo de 2011

Titulo (54) ,
ANTAGONISTAS DE ACTRIIB Y POSOLOGIA Y USOS DE LOS MISMOS

Clasificacion Internacional (51) A61P_019/008

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud

O OO ¢

siXl nold uUs 09 de septiembre de 2009 61/276,287
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Comprobante de pago No.: 12-0029291 Fecha: 23 de marzo de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0027367 Fecha: 20 de marzo de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0029258 ‘ Fecha: 23 de marzo de 2012
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 590.000.00.

Comprobante de pago por 42 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $1.260.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de ACCELERON PHARMA INC.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacién Internacional WO 2011/031901 A1.

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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DOCUMENTOS ANEXOS

| Publicacién Internacional WO 2011/031901 A1

Descripcion:
Paginas 81 en espairiol
Reivindicaciones: Numero (s) 52

Figuras: Numero (s) 16

3. @ Forma PCT/IB/306. Notificacién de la inscripcion adjuntado la direccion del inventor Ken

ATTIE.

4. @ Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL



DEL CIRCULO DE BOGOTA, D.C.

COPIA NUMERD 3

DE LA ESCRITURA N
UMERD »
FECHA® 13/Febrero/2012

ACTO 0 CONTRATO:
FODER ESPECIAL
OTORGANTES s

CAVELIER AROGADOS

= li:Net =

ICOWTEC m

DE LA CALIDAD
CERTIFICADO SC 3980-4
PRESTACION DEL

NOTARIA SEXTA

SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL

1SO 9001:2000
NTC-iSO 8001:2000

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41
K Correo Electrénico: notariasexta@etb.net.co

CERTIFICADO W
DE GESTION
AMPARO QUINTERO ARTURO
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HAPRESO EN DICIEMBRE DE 2011 POR POLYPRINT ECITORIAL ¢ TH

. JUROR :

700184

413202

/
ESCRITURA PUBLICA NUMERO: 0595 = - = = -
o - /
= = = CERO QUINIENTOS NOVENTA Y CINCO = = = = =

FECHA: QUINCE (15/)" DE FEBRERG = = = = = == =

DEL ANO DOS MIL DOCE (2012) =- =----ei.

NOTARIA SEXTA (62) DEL CIRCULO NOTARIAL DE

BOGOTAD.C.
CLASE DE ACTO: PODER GENERAL / -~
' ..—-/
En la ciudad de Bogota, Distrito Capital, ante mi AMPARO QUINTERO ARTURO
........... Notario(a) Sexto (6°) <~ - - -de éste Circulo Notarial,

se otorgd la escritura plblica que se consigna en los siguientes términos: -
CONSTANCIA SOBRE COMPARECENCIA Y DECLARACIONES ANTE EL
NOTARIO & - - - - or e el
COMPARECIO : Con minuta correo electrénico la sefiora ADRIANA ZAPATA
GIRALDO, mayor de edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con la

cédula de ciudadania No. 51.680.061 de Bogota, y di6:

ESTIPULACIONES:
PRIMERA.- Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,
Bogota, Colombia. SEGUNDA: Que ACCELERON PHARMA ANC., sociedad
constituida y existente bajo las leyes del Estédo de Delaware, Estados Unidos de
América, domiciliada en 128 Sidney Street Cambridge, Massachusetts, 02139 7
Estados Unidos de América, designé a/ CAVELIER ABOGADOS como su
representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades de nombrar
apoderados tal como consta en la copia auténtica del documento de representacic’o?*
que se protocoliza. _TERCERA.- Que en su caracter de representante legal de
CAVELIER ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada po ACCELERON
PHARMA INC., <onfiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.344
de Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.PA. No.73.366, identificada con
cedula de ciudadania numero 39.787.682 de Bogotd, OSCAR FERNANDO
CORREA BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado con cédula de
ciudadania numero 79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO

PAPEL DE USG EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con cédula de ciudadania numero
52.006.265 de Bogota y JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL, T.P.A. No. 40.119,
identificado con cédula de ciudadania nimero 16.209.380 de Cartago (Valle),
mayores de edad, vecinos de Bogotd, para que representen a la sociedad a cuyo%
nombre actia, ante cualesquiera entidades o0 personas, ejerzan o no jurisdicci()n,i
incluyendo las del orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi
como los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencion, modelos de utilidad, diseﬁos%
industriales, trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro dei
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres%
comerciales, ensefias, variedades vegetales, denominaciones de origen e‘i
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos; -
el registro de derechos de autor y todo tipo de actos y contratos relacionados con.
derechos de autor y derechos conexos b) Las acciones de competencia desleal,l
proteccion del consumidor, oposiciones, cancelacion administrativa o judicial,
nulidad, medidas cautelares, accién por infraccién, concesion de licencias, la
proteccidon de secretos industriales y de nombres de dominio junto con sui
administracion y pago; acciones populares, de tutela y de cumplimiento; y en;
general los procesos civiles, penales, administrativos o contencioso-administrativos, i
de conciliacidn, arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y
procesos que promovamos 0 se nos promuevan. CUARTA.- Que ]os apoderados%
designados estan facultados en todos los asuntos arriba determinados para sustituir -
este mandato, transigir, conciliar, arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunciar y ratificar los actos de agentes oficiosos. /QUINTA- Que
protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la Camara de:
Comercio de Bogota, que acredita la constitucion y personeria de la sociedad
CAVELIER ABOGADOS, ig{Jalmente protocoliza copia autenticada del documento;
de representacion otorgado el dia 26 de enero de 2012 por ACCELERON PHARMA

INC. documento que esta debidamente legalizado por Apostilla. --+

Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, domiciliada en Bogota,

identificada como aparece al pie de su firma y manifesté que esta conforme con el
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE
DOCUMENTOS

CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.T.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO I1X, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.
CERTIFICA

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS

CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMEROC 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE ABRIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
CA ) .~. '

3 _ CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJC EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS :
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1.977 i8. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204 s
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 89.582
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261¢% s
432 10-I1-1.983 6A. BTA. 1-TTI-1.983-NQ.129.337

ouo NOTARIA'SEXTA DEL FIRCULO 3 soea’k?
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7.710 10-X-1.984 6A. BTA. 15-XI-1.984-NO. 1.559 , o~
7.305 21-X-1.985 6A. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.906 :
2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988 6A. BTA. 19- V -1988-NC. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- T -1.991 6A. BTA. 10- I - 1891-NO. 3.787
1.608 8-III-1.991 6A. BTA. 14-TIT- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- vV -1991-NO. 3.882
1.739 14-III-1.991 6A. BTA. 7- VvV -1991-NO. 3.881
5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.018
8.596 4-XITI -1.991 6A. BTA 16-IIT -1992 NO. 4.430
1.494 10-IIT -1.992 6A. BTA. 19-III -1992 NO. 4.436
4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XIT -1.992 6A. BTA. 24-XIT -1992 NO. 4.819
12 5-I -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850
4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
5.216 12-VITI -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937
2.227 25-IV-1.99%5 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092
7.594 12-XII-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.29%4
676 11- II-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873
CERTIFICA:
REFORMAS : :

E.P. NO. .FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NO. INSC.

0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
0003786 2004/07/16 D006 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA . 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243

1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506

915 2011/02/28 0006 BOGOTA D.C. 2011/03/03 00013022

CERTIFICA:

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

1997/09/062 00007115
1998/04/21 00007426
1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564 ‘
1998/11/12 00007644
2000/12/04 00008481
2003/06/04 00882729
2004/07/28 00009703
2005/04/07 00009917

MUDDUUOUCUUUUUDU
nnonNnnNNnNanQ

CERTIFICA:
OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
: - LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
e CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
" %ap  MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI coMo

PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES

SIN ANIMO DE_LUCRO.
Xm0 NOTARIA SEXTA DCL ~IRCULD DE:B0GOTA:]

0.6, HAGD CONSTAR'UE LA FOTOCOPIA COINCIDE | CERTIFICA:
QABPEaIncL o vy C§ 000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
NO A, DISTRIBUIDO ASI
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- SOCIO CAPITALISTA (S)

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00

- SOCIO INDUSTRIAL (S)

ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

SARMIENTO CHARRY EDNA DARMELY C.C. 000000052006265
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

TOBON FRANCO NATALIA C.C. 000000051725514
NO. CUOTAS: (.00 VALOR: $0.00

OSORIO LOPEZ NIDIA C.C. 000000039787682
NO. CUOTAS: (.00 VALOR: $0.00

CHAVARRO JORGE C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

CORREA BARBOSA OSCAR FERNANDO C.C. 000000079524634
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

TOTALES

NC. CUOTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, 1INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO

CERTIFICA:
REPRESENTACION - LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN

CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJER%ER

LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIODE,

LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
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ESTATUTOS - . '
CERTIFICA:
*% NOMBRAMIENTOS **
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESTIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877924

QUE POR ACTA NO. 26 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 13 DE MAYO DE 2010,
INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUMERO 00012618 DEL LIBRO XIII,
FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMERE IDENTIFICACION
DIRECTORA
ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
REPRESENTANTE LEGAL !
GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425 E
REPRESENTANTE LEGAL
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIOC
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO.
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C ) i
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO ;
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS \
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO RETIRARLOS Y '
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
ALAR 3 . DOE JALES, SU CELEBRACION REQUERIRA LA
'PNSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:
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QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024

QUE POR ACTA NO. 33 DE CONCEJO DEL 25 DE MARZO DE 201%, INSCRITA EL 10

DE MAYO DE 2011 BAJO EL NUMERO 00013098 DEL LIBROﬁ.;II FUE (RON)

NOMBRADO (S) - ¢

NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL SUPLENTE
PAEZ SANABRIA ALVARO C.C. 000000019323543
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA.

* EL PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE *ox o
* % FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO * %

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000
SMLMV Y UNA PLANTA DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL. PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL

SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 Y DECRETQO 525
DE 2009.

RECUERDE INGRESAR A www.supersociedades.gov.co PARA VERIFICAR SI SU
EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS. EVITE SANCIONES.

EL SECRETARIOC DE LA CAMARA DE COMERCIO,
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DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by: Deborah Burke

3. acting in the capacity of.  Notary Public

4. bears the seal/stamp of:  Deborah Burke
whose commission expires on: July 6, 2018

Certified
. at. Boston, Massachusetts 6. the: 1 February, 2012
. by: the Secretary of the Commonwealth
. No.; 1578704
. Seal/stamp: Great Seal of the Commonwealth

© 0w N O,

10. Signature:

QM-——%&M)&M

William Francis Galvin
Secretary of the Commonwealth

prepared by jphelan b REPUBLICA DE COLOME

15FEB 2012
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CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKE
CARRERA 49 N* 7235
HOSOTS 8 - COLOMUIA

PHEH OO LU

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nosatros). abajo frmado ()71 fw, the undersipned

ACCELERON PHARMA INC.

donucidiado (\v
enfaofl

128 Sidney  Street,  Cambridpe,
Massachusetrs 02139, United States of
America

Por o presente nombramos a0 CAVELIER
ABOGADOS,  sociedad  eolectiva constituida  de
conformidad con las leyes de ls Repablica de Colombia,
mediante Dsedtuea Puiblica No. 6233 ded 10 de
septiembre de 1974, otorgada en ln Norarda Sexta del
Circelo de Bogord, domiciliacda en Bogotd DO, con
atricula mercanul No. 90820237 v NI'T 860041367-3,
domicliada en ta Carrera da N© 72.35, Pogora,
Colombia, como nuestra reprosentante en indes los
asuntos de Propicdad ladustrial, con faculiad para
weibir notificaciones y nombiar apnderados udiciates ¢
extrajudiciales.

CAVELIER

H.'PI'("

ABOGADOS tambsicn podr
mtarnes. con lay gismas facuoltades  acoiba

mchicadas,  ante cualesquicts eotdades o petsonas,
cierzan o no jutisdiccon, auoodades administeativas o
jurtsdiccionales, tribunates de arhittamente,  ¢n asuntos
de maturalesa civil, comereial, preoal.  consttutional,
adrministiaive,
coitteneingo administrativa, protecain ded consumidar,

campeteraa,  competencia Jesdeal,

varicdades vegetales. nombres de dominio, oposicianes
u observaciones. canechictén adminstrativa v judicnl,

nulidad, medidas  cautela cancesion de loenaas,

’

acciones de tutely, fa protecaon de seeretos industaales,
devecho reguluiosio y en peneral para que nos represenic
“hn (tU':ll('\‘Ll”K'l‘ﬂ ﬂ(‘(‘l()n(.‘ﬁ‘\

PX‘\JCL’S‘)S '.IUC PI'\'\I“O\’IUH(\.\ (3]

AU 0N rmLevin,

Fa vepresenmnte podra, en ouestra nomhre, de RPN
apodersdas pars actum ante autenidades administyaives
v jadiciales, Ao v exiopadion! v tmiaen
processimente en nuestie somine, eomo demandanses,
como demandados, conio htisconsares, comn apentes
Ghonsos, comne woreerar, pon lamamiento on paamia o
come inereenerics ad exdudendonm Dionireg Qe wara
amorizacin, a o representante podri facular a0 Jos
spoderados que dla desipne para rransien, concibiar,
aden Jos hechos dol proceso, desistir. cancelar, reabin,
ey sastiiur ¢ poder gue se e otoguue s

* CAVELIER ABOGADOS
WPCTO033A 207384

Do hereby appoint CAVELIER  ABOGADOS, a
general partnership organived under the faws of the
Repubhic of Colombia by means of Public Deed No.
6233 of Septeber 1€, 1974, granted at Notary Sixth of
the Bogata Cizcvit, domicited in Bogota 1D C., with
Mercantle Regrstration No. 00820237 and Taxpaves
Idenaficaion Number 860041367 3, domialed o
cea da NT 72.35, Bogota, Colombia, sx our

remrescatative for all Indusirial Property matlers with
faculty to receive notifications and appoiat attormeys in
and out of Courl.

CAVELIER ABOGADOS may alst represent us, with
the same taculties stated above, before any eanties or
pursons, with o1 without junsdicuon, admnistrative o
jusisdictional avthortties. courts of arbitmation. in v,
commeraal, criminal, constitutignal, campetition, ynlair
computition. adiminstratve, administranive contentio

,
consumer notection, plant vaneties, domuin names,

opposttion ot obscivation matiers, admmustratve and

Coart cancellation, nulliey. precautionary  measures,
heensing, action tor writ mandamus, protection of teade
seerets, regulatory faw and in genceal represent us i any
acrions and st msttuied by us or RPANSL Uy

Hhe remesemative may, s oour namie,  doignate
aneneys ooact before admmusitauve and ool

authianitics, thruugf} out-uf-courr chanrels, ard alsa

proceduzally @ o name ay plaad(l, defendant, ong

ltrigant, representative warhogr power of attorncy, thid
pariy, when summoned 0 appear 1m0 court oF s
micivener xd oxdudendum Under this wuthengaanon,
the repieseatative oy empowet e attoineys aphuinted
theteby w compromise. conciliate, adawt the fiers of the

tanced, veeeive, resiga and subsurwe the
the

nower of attomey pranted taorcto. ke

{ 2NMO NOTARIA SEXTA DFL “TROt =
G FOCONSTAR D18 (AFD»




CERTIFICACHON NOTARIAL (SOCIEDAD)

Ci infrascrito Notario Certifica: Que fa finma que antecede de

s sulénrica: que of sigoatano desempeda actalinente el cargo

de. e e e e e e e

de la compania

muudnd que ac!ualmenle emle y c%l‘) orp’lmmda dc dLUUdO a
liwi foyes de

que fa direecion de dicha compaiives

CCLMbr lciﬂ 2

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The under:ignvd Notary centifies: Thai the preceding signature

) - Ol’m VAOP(..

15 authentic, lhal lhe <|gnnmr)' currently acts in UlL position ol

Eo
of the cnmpdnyﬂccp lecon ; (kn’MOL/

] compa[\ g

rentby existing and organized under the laws ef
Jelavsare.  \MASA

Dbzt

@9 92139

(Iul (he addressis | 25 Slckw\e u

Y que Ll slgnumrm tiene faculiad para otargar este documento

Tedos tos hechos anteriores te constan por haber examinudo los
documentos respectivos y de todo elio da fe
Nada y finnado cn

El_

—_— ¢ UuUSA

and |h1( the signatory has the power to grant this document

The Notary Public is aware and atiests to the above facts upon
cxamination of the corresponding documcms

_ Given and signed v:\_QQmJC i as L;L\uh%
P
N o On N Tt 4., 2 Q‘/ -4. &/ 2._.

El Notario Piiblico
(Finma-sello)

Dok B

The Notary Public
(Signature-seai)

1. Country.
This public document
2. has been signed by ..

APOSTILLE
(Convention de L.a Haye du 5 octobre 1961)

3. acting in the capacity of |
4. bears the seal/stamp of ..
Certified
5 a. 6. the
7 by .
8 No. . e
9 Sual/stnp 10. Signature

July 8,

ry Public

©  DEBORAH BURKE
Notal
‘@f COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
My Commission Explres

2018

O CAVELIER ABOGADOS
WPCI9033/D 207384

AG L., REPUBLICA DE COLOMEIA

[ COMG' UQTARIA SEXTA DEL CIRCULD D] ‘BOCOTA)
DGy Nmma QU LA FOTOCORIA COINCIDE |
; S NAL QUE (HE  TENIDOD A'LA- VIST

i




unsing, Ja cepresentante tendra la facultad para evacar]  represcotative shall have the tacoiy of revoking Ui
ol poder asi otorgade on ¢l momento que congidere pm\'(rnfmmm) thus granted at any -ime it may deens
cunventent. The epresentative may n any casv muf\ the

pertinente. La represcotanic ¢n (oo caso pocded rtificn
acts of (Lpu\(nmll\ cs withowt a powet uf attorney.

los actos de apgentes r)ﬁur.v.xus.

Dada v firmade hoy/Given and signed this :}Zi"b‘ [ Zc_, 2o
‘ ; +
binsin C‘lm brid%a} He sseghusetfs UMQ

Puriby J__c, L\ YA ‘ﬁﬂ e F’

_ (—‘ Ea A‘*H [« Ton _P(/\Lu*rnc\_,

Frma/Signature X
g,ﬂ/ $7— ,‘Z&]L

CMNAL QUE H N
DG E TENIDO. &°LA vISTA

D CAVELIER ABOGADOS
WPCI9033/11) 207384




CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

Ef infrasento Notario Cerufica: Que ta firma que anlecede de

s guténtica: que ¢ signatario desempena acluatimenie el cargo
de

de la companfa

sociedad que actualimente existe y csia organizada de acuerdo u
Tas deyes de

que fa dircecion de dicha companis es

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary cenifics: That the precedme signature

! v Jfﬁfﬂn ,.H./\O.R.é-_ e

15 autheatic, that the signatory currenily acts th the pestion of

of the company

<

4 company:

reatly existing and organized under the laws of___
latware. . MSA

(f\‘.\i lhe address is mi ZX S ;Jvk_g S *‘YP(r‘}'

VECWAY

¥y que el signutario tiene facultad para otorgar este documento

Todos los hechos anteriores fe constan por haber examinado Yos
documentos respectivos y de todo ella da fe
Dado v fimmado en

armbeidae.  ¥YNPB I 02139
snd that the signatory has the power to grant this document

The Notary Public is aware and atiests to the above facts upon
cxamination of the corresponding documents
.

Given and signed w__ (a1 mb_,—__.ﬁé_é&’ fjg_g‘_‘,—,.;g_kuu%

El

El Notario Piiblico - The Notary Public

(Finna-scilo) (Signauwre-seal)

e
on §J§ﬂ&g:/j 259, Lo g

49 L A2y

ATOSTILLE
(Convention de 1.a Haye du S octobre 1961)
I Country. ...
This public document
2. hasbecensigned by ... .
3. acting in the capacity of
4. bears the scalfstamp of ..
Certified
5 L 6.the .. . ...
7 by .
8 No. . . R
9 Scirtfstinnp 10. Signature

DEBORAH BURKE
Notary Pubiic

D
{ ﬂ@ COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
My Commission Explres

July 6, 2018

© CAVELIER ABOGADOS
WPC19033/4D 207384
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(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961
1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

ESTE DOCUMENTO PUBLICO:

2. HA SIDO FIRMADO POR DEBORAH BURKE

3. QUIEN ACTUA EN SU CALIDAD DE NOTARIO PUBLICO
4. LLEVA EL SELLO/ESTAMPILLA DE DEBORAH BURKE
CUYO NOMBRAMIENTO VENCE EL 6 DE JULIO DE 2018
CERTIFICADO

5. EN BOSTON, MASSACHUSETTS

6. EL 1° DE FEBRERO DE 2012

7. POR EL SECRETARIO DEL ESTADO

8. NUMERO 1578704

9. SELLO/ESTAMPILLA: GRAN SELLO DEL ESTADO

10. FIRMA: WILLIAM FRANCIS GALVIN, SECRETARIO DEL ESTADO
COLO-19033-841-002-9

300 palabras. 1 hora.

ECN\ECN\ID-210305\WPC19033

Bogota, 8 de febrero de 2012.

B gecnto Callede ML

Eduarde Calafe W.ocum-»
*TRADUCTOR OFICIAY
INCLES - ESP2RE:  RIGEE
Bes. 54t Fobrerc de 27/

([Cond HOTARIA-SEXTA DEL CIRCULD OF BOGGTA
0 C.. 44GO CONSTAR OUE (AFOTOCOPHA COmAINE
PR ORIGINAL - QUE HE TEMIDO A (A vicTA-
0L REPUBLIADE COLOMSA

15 FEB. 2012

S O O
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REPUBLICA DE COLOMBIA

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

LEGALIZACION

Pais: REPUBLICA DE COLOMBIA
(Country: - Pays:)

El presente documento piblico
(This public document - Le présent acte public)

Ha sido firmado por; CALADO NOGUERA EDUARDO
(Has been signed by: -~ A été signé par)

Actuando en calidad de: TRADUCTOR OFICIAL
(Acting in the capacity of: - Agissant en qualité de: )

Lleva el sello/estamgilla-de: TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

(Bears the seal/stamp of: - Est revétu du sceau de / timbre de:)
Certificado
(Centified - Attesté)
En: BOGOTA D.C
(At -A:)

El: 2/9/2012 12:27:58 p.m.
(On: - Le))

Por: APOSTILLA Y LEGALIZACION
(By: The Ministry of Foreign Affairs of Colombia - Par: Ministére des A fTaires Etrangéres de la Colombie )

No: LMCJ122758388

(Under Number: - Sous le numéro:)

Nombre del Titular: 1578704

{Name of the holder of document: - Nom du titulaire:)

Tipo de documento: TRADUCCION APOSTILLA
(Type of document: - Type du document:)

Numero de hojas: 2
(Number of pages: - Nombre de pages:)

01304100117995301123

Firmado Digitalmente por: (Digitally Signed by:)
Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia
AMPARO DE LA CRUZ TAMAYO RODRIGUEZ
Reason; DOCUMENT AUTHENTICITY
BOGOTA - COLOMBIA

The authenticity of this document may be verified by accessing the e-Register on the following web site:
L'authenticité de cetle document peut étre vérifiée en accédant I'e-Registre sur le site web suivant:

www.cancilleria.gov.co/legalizaciones
"COMO NOTARIA'SEXTA OEL CIRCULO OF BOCOTA
DG, CONSTAR'QUE LA FOTOCOPIA COINCIDE
gPTGINAL: QUE HE - TENIDD A" L&- VISTA
GUTA O L "REPUBLICA DF COLOMS

15 FEB. 2012
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POR POLYPRUNT ELTORIAL L'DA

IMPHRESO N DICEMBRE DE 2014

L m

i) ?

700181 " 413219

Mg

-

contenido de esta escritura publica. 4

hasta aqui la minuta

NOTA: se advirtié a los otorgantes de esta escritura de
leer la totalidad de su texto, a fin de verificar la exactitud de

todos los datos en ella consignados, con el fin de aclarar,
modificar o corregir lo pertinente antes de firmarlo, la firma de la misma demuestra
Ssu aprobacion total; en consecuencia, el notario no asume ninguna responsabilidad
por errores o inexactitudes establecidas con posterioridad a la firma de él(la,las,los)
otorgante(s) y del notario. en tal caso, éste(a,as,o0s) debe(n) ser corregido(s)
' mediante el otorgamiento de una nueva escritura, suscrita por todos los que
intervinieron en la inicial y/o por el titular del derecho segun el caso, y sufragados
los gastos por los mismos (articulo 35, decreto ley 960 de 1.970). --------
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION : Leida la presente escritura publica por la
Compareciente y habiéndosele hecho las advertencias sobre los tramites vy
formalidades de rigor le impartié su aprobacién y en constancia la firma por ante mi
el Notario que AUTORIZA. -
DERECHOS )IOTARIALES : RESOLUCION 11 :199 del 29 de diciembre afo 2011,

$ 45320 - - - - o — = - IVA:S 17,937 = m ;e e e e e e e = -

RECAUDO SUPERINTENDENCIA: § 4.250 /% = = = — = = = —————-
i/f

RECAUDO FONDO NACIONAL DE NOTARIADO : $  4.250 ='- = —— = — = =

RAPEL NOTARIAL : Estauesc,ritura/se extepdio en las hojas de pape! sellado
nimeros :  5_760181 @02(7-700181 413219,

CCHS/ O 1%
Representante Legal CAVELIER ABOGADOS

PAPEL DE USQO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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Digitd
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ES FIEL Y TERCERA COPIA (FOTOCOPIA), TOMADA DE LA ESCRITURA
PUBLICA NUMERO 0595 DE FECHA 15 DE FEBRERO DE 2012,

COPIA QUE EXPIDO CON DESTINGO AL INTERESADO EN 10 HOIAS
RUBRICADAS EN SUS MARGENES, (A CUAL CARECE DE NOTAS DE
REVOCATORIA, MODIFICACION O SUSTITUCION POR TANTO SE
PRESUME VIGENTE EL PODER EN ELLA CONTENIDOD.

BOGOTA, D.C. MARZ( 15 DE 2012

RESOLUCION 01 DE 2008

POR LA NOTARIA SEXTA DE BROGOTA D.C.

“OUCA DS,

RSO RIGUEZ DIAZ.
NOTARLA SEXTA {E). DEL CIRCULO DE BOGOTA D.C.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

7

AR 00

(10) International Publication Number

WO 2011/031901 A1

International Bureau 5
(43) International Publication Date
17 March 2011 (17.03.2011)

(51) International Patent Classification:

AG61P 19/08 (2006.01) AG61K 38/17 (2006.01)

AG61K 38/18 (2006.01) .A61P 21/00 (2006.01)
(21) International Application Number:

PCT/US2010/048322

(22) International Filing Date:
9 September 2010 (09.09.2010)

(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English
(30) Priority Data:

61/276,287 9 September 2009 (09.09.2009) us

(71) Applicant (for all designated States except US). AC-
CELERON PHARMA INC. [US/US]; 128 Sidney
Street, Cambridge, MA 02139 (US).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): SEEHRA, Jasbir
[US/US]; 3 Lincoln Terrace, Lexington, MA 02421-6818
(US). KNOPF, John [US/US]; 147 Robbins Drive,
Carlisle, MA 01741 (US). ATTIE, Ken [—/US].

(74) Agents: VARMA, Anita et al.; Ropes & Gray LLP, Pru-
dential Tower, 800 Boylston Street, Boston, MA
02199-3600 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available). AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,

ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY,
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SE, 8G, 8K, SL, SM, ST, SV, 8Y, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT,TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T},
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

[Continued on next page]

(54) Title: ACTRIIB ANTAGONISTS AND DOSING AND USES THEREOF

(57) Abstract: In certain aspects, the
present invention provides composi-
tions and methods for promoting bone
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growth and increasing bone density,
as well as for the treatment of multiple
myeloma. Methods for dosing a pa-
tient with an ActRIIb antagonist are
also provided.
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ANTAGONISTAS DE ACTRIIB Y POSOLOGIA Y USOS DE LOS MISMOS
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados
Unidos No. 61/276,287, presentada el 9 de septiembre de 2009, cuyas

ensefianzas se incorporan por referencia en su totalidad.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los trastornos del hueso, que van desde osteoporosis a fracturas,
representan un conjunto de estados patolégicos para los cuales existen pocos
agentes farmaceéuticos. En su lugar, el tratamiento se focaliza en intervenciones
fisicas y conductuales, incluyendo inmovilizacién, ejercicio y cambios en la dieta.
Seria conveniente contar con agentes terapéuticos que promuevan el crecimiento
6sea y aumenten la densidad 6sea, con el propésito de tratar una variedad de
trastornos 6seos.

El crecimiento y la mineralizaciéon 6seos dependen de las actividades de
dos tipos de células, los osteoclastos y los osteoblastos, aunque los condrocitos y
las células de la vasculatura participan igualmente en aspectos criticos de estos
procesos. Desde el punto de vista del desarrollo, la formacién de los huesos
ocurre mediante dos mecanismos, osificacion endocondrial y osificacion
intramembranosa, con la primera responsable de la formaciéon de los huesos
longitudinales y la dltima responsable de la formacion de huesos topolégicamente
planos, tales como los huesos del craneo. La osificacién endoncondrial requiere la
formacion y degradacién secuenciales de estructuras cartilaginosas en las placas
epifisarias, que sirven como moldes para la formacidon de osteoblastos,
osteoclastos, la vasculatura y la mineralizacién subsiguiente. Durante la osificacién
intramembranosa, el hueso se forma directamente en los tejidos conectivos.
Ambos procesos requieren la infiltracion de osteoblastos y la subsiguiente
deposicion de la matriz osteoide.

Las fracturas y otras alteraciones estructurales del hueso cicatrizan
mediante un proceso que, por lo menos superficialmente, semeja la secuencia de
episodios de desarrollo de osteogénesis, incluyendo la formacion de tejido

cartilaginoso y la mineralizacion subsiguiente. El proceso de cicatrizacién de
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fracturas puede ocurrir en dos formas. La cicatrizacién ésea directa o primaria
ocurre sin formacién de callo. La cicatrizacién 6sea indirecta o secundaria ocurre
con una fase precursora de callo. La cicatrizacion primaria de fracturas involucra la
reformacién de la continuidad mecanica a través de una alteracion intimamente
establecida. Bajo condiciones apropiadas, células de resorcién de hueso que
rodean la alteracidn muestran una respuesta de resorcion canalizadora y
establecen vias para la penetracion de vasos sanguineos y la cicatrizacién
subsiguiente. La cicatrizacién secundaria de los huesos sigue un proceso de
inflamacion, formacion de callo blando, mineralizacion del callo y remodelacion del
callo. En la fase de inflamacion, la formaciéon de hematomas y hemorragia resulta
de la alteracion de vasos sanguineos periosteales y endosteales en el sitio de la
lesion. Células inflamatorias invaden el area. En la fase de formacién de callo
blando, las células producen nuevos vasos, fibroblastos, material intracelular y
células de soporte, que forman tejido de granulacion en el espacio entre los
fragmentos de la fractura. La unién clinica a través de la alteracién se establece
por tejido fibroso o cartilaginoso (callo blando). Se forman osteoblastos y median
la mineralizacion de callo blando, el cual se reemplaza entonces por hueso laminar
y se somete al proceso normal de remodelacion.

Ademés de las fracturas y otras alteraciones fisicas de la estructura ésea, la
pérdida de contenido mineral 6seo y masa 6sea pueden causarse por una amplia
variedad de afecciones y pueden tener como resultado problemas médicos
significativos. Los cambios en la masa 6sea ocurren en una forma relativamente
predecible durante la vida del individuo. Hasta la edad de 30 anos, los huesos
tanto de hombres como mujeres crecen a una masa maxima mediante crecimiento
lineal de las placas epifisarias endocondriales y radiales. Pasada
aproximadamente la edad de los 30 arios (para el hueso trabecular, v.g., huesos
planos tales como las vértebras y la pelvis) y la edad de los 40 afios (para el
hueso cortical, v.g., huesos largos hallados en las extremidades), ocurre una lenta
pérdida 6sea tanto en hombres como mujeres. En las mujeres, ocurre igualmente
una fase final de pérdida ésea sustancial, probablemente debida a deficiencias de
estrégeno pos-menopausicas. Durante esta fase, las mujeres pueden perder un
10% adicional de masa 6sea del hueso cortical y 25% del compartimiento
trabecular. Si la pérdida 6sea progresiva resulta en un estado patolégico tal como
osteoporosis depende en gran medida de la masa 6sea inicial del individuo y de si
hay estados agravantes.
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La pérdida 6sea se caracteriza a veces como un desequilibrio en el proceso
normal de la remodelacion osea. El hueso sano esta sometido constantemente a
remodelacién. La remodelacién comienza con la resorcién de hueso por los
osteoclastos. El hueso resorbido se reemplaza entonces por nuevo tejido 6seo, el
cual se caracteriza por la formacién de colageno mediante osteoblastos y la
calcificacion subsiguiente. En individuos sanos los indices de resorcién vy
formacion estan balanceados. La osteoporosis es una afeccion progresiva crénica,
marcada por un cambio hacia la resorcién, que resulta en una disminucién general
en la masa 6sea y la mineralizacién ésea. La osteoporosis en humanos esta
precedida por osteopenia clinica (densidad mineral 6sea que es mayor que una
desviacion estandar, pero menor que 2.5 desviaciones estandar por debajo del
valor de la media para un hueso adulto joven). A nivel mundial, aproximadamente

75 millones de personas estan en riesgo de osteoporosis.

Por consiguiente, métodos para controlar el balance entre actividad de los
osteoclastos y los osteoblastos pueden ser Gtiles para promover la cicatrizacion de
fracturas y otro dafio al hueso, asi como el tratamiento de trastornos, tales como

osteoporosis, asociados con la pérdida de masa 6sea y mineralizacion 6sea.

Con respecto a la osteoporosis, estrogeno, calcitonina, osteocalcina con
vitamina K, o altas dosis de caicio dietario se usan todos como intervenciones
terapeuticas. Otros tratamientos para la osteoporosis incluyen bifosfonatos,
hormona paratiroide, calcimiméticos, estatinas, esteroides anabdlicos, sales de
lantano y estroncio, y fluoruro de sodio. Tales farmacos sin embargo, se asocian a

menudo con efectos secundarios indeseados.

En consecuencia, es un objeto de la presente divulgacion proporcionar

composiciones y métodos para promover el crecimiento y la mineralizacién 6seos.

RESUMEN DE LA INVENCION

En parte, la divulgacion demuestra que los antagonistas ActRIIb, incluyendo
moleculas a base de ActRIIb (v.g., moléculas que contienen una porcién de union
de ligando de un dominio extracelular ActRilb o una variante del mismo, tales
como un ActRIlb-Fc) y otros antagonistas de la seRalizacion ActRlIlb, pueden
usarse para aumentar la densidad 6sea, promover el crecimiento 6seo y/o

aumentar la resistencia ésea. En particular, la divulgacion demuestra que una
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forma soluble de ActRIlb promueve una densidad 6sea cada vez mayor,
crecimiento 6seo y resistencia 6sea in vivo. Mientras que la mayoria de los
agentes farmacéuticos, que promueven el crecimiento dseo o inhiben la pérdida
Osea, actuan como agentes anti-catabodlicos (igualmente denominados por lo
comun como “agentes catabdlicos” (v.g., bifosfonatos) o agentes anabdlicos (v.g.,
hormona paratiroidea, PTH, cuando se medican apropiadamente), la proteina
ActRIIb soluble exhibe una doble actividad, teniendo efectos tanto anti-catabélicos
como anabdlicos. Por consiguiente, los antagonistas ActRIlb pueden usarse para
aumentar la densidad 6sea y promover el crecimiento 6seo. Anticuerpos anti-
ActRIIb y moléculas pequefias direccionadas a ActRIlb y aptameros, y acidos
nucleicos que disminuyen la expresion de ActRIlb pueden usarse asimismo para
tratar trastornos asociados con una densidad ésea baja o una resistencia osea
baja, tales como osteoporosis, o para promover el crecimiento dseo en pacientes
con necesidad de ello, tales como en pacientes que tienen fractura de hueso (tales
moléculas se incluyen igualmente en el término "antagonistas ActRIIb", tal como
se emplea en esta especificaciéon). La divulgacién indica ademas que los
antagonistas ActRIlb son efectivos en prevenir y/o reparar el dafio 6seo causado
por tumores de mieloma multiple y metastasis al hueso (v.g., en cancer de mama,
cancer esofagico, cancer de colon, cancer de prostata o cancer de pulmén) v,
adicionalmente, que los antagonistas ActRIlb dismunuyen la carga del tumor en

mieloma mdltiple.

Los antagonistas ActRllb pueden emplearse ademas para el tratamiento de
una variedad de trastornos o enfermedades, en particular, trastornos musculares y
neuromusculares (v.g., distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica (ALS —
amyotrophic lateral sclerosis) y atrofia muscular), trastornos del tejido adiposo (v.g.,
obesidad), trastornos metabdlicos (v.g., diabetes tipo 2), trastornos
neurodegenerativos y atrofia muscular progresiva, asociada con la edad avanzada
(sarcopenia), terapia del cancer de prdstata, y caquexia por cancer. En modalidades
especificas, los antagonistas ActRIlb (v.g., polipéptidos ActRIlb solubles) pueden
antagonizar un receptor ActRIlb en cualquier proceso asociado con actividad ActRIIb.
Opcionalmente, los antagonistas ActRIlb de la invencién pueden disefiarse para
antagonizar preferencialmente uno o mas ligandos de receptores ActRllb, tales como
GDF8 (también llamado miostatina), GDF11, activina A, Activina B, activina AB, Nodal
y BMP7 (también denominada OP-1) y, en consecuencia, pueden ser utiles en el
tratamiento de trastornos adicionales. Ejemplos de antagonistas ActRIIb incluyen los

polipéptidos ActRllb de ocurrencia natural, asi como variantes funcionales de los
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mismos.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona polipétidos que contienen un
polipéptido ActRIlIb soluble. Los polipéptidos ActRIlb pueden formularse como un
preparado farmacéutico que contiene el polipéptido ActRIlb y un portador
farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, el polipéptido ActRllb se une a activina
con una Kp menor que 1 micromolar o menor que 100, 10 o 1 nanomolar.
Preferiblemente la composicién es por lo menos 95% pura, con respecto a otros
componentes del polipéptido, como se evalGla por cromatografia por exclusiéon de
tamafio y, mas preferiblemente, la composicion es por lo menos 98% pura. Un
polipéptido ActRIlb para uso en tal preparado puede ser cualquiera de los divulgados
en esta especificacion, tal como un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID Nos: 2, 3, 13, 17, 0 20, o que tiene una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 99%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID Nos: 2, 3, 13, 17, 0
20. Un polipéptido ActRIlb puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido
ActRIlb natural, tal como uno que comprenda por lo menos 10, 20 o 30 aminoacidos
de una secuencia seleccionada de SEQ ID Nos: 1-3 o una secuencia de SEQ ID NO:
2, que carezca de 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la “cola”). Un polipéptido
ActRllb puede codificarse por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones
restrictivas al acido nucleico de SEQ ID NO: 3 0 5.

Un polipéptido ActRIIb puede incluir una o mas alteraciones en la secuencia
de aminoacidos (v.g., en el dominio de unién de ligando) en relacién con un
polipéptido ActRIlb de ocurrencia natural. Ejemplos de polipéptidos ActRIlb
alterados se proveen en WO 2006/012627, paginas 59-60, incorporada por
referencia en esta especificacion. La alteracion en la secuencia de aminoacidos
puede, por ejemplo, alterar la glicosilacién del polipéptido cuando se produce en
una célula de mamifero, insecto u otra célula eucariota, o alterar la escisidon
proteolitica del polipéptido en relacidon con el polipéptido ActRIlb de ocurrencia
natural.

Un polipéptido ActRIlb puede ser una proteina de fusion que tiene, como un
dominio, un polipéptido ActRIlb (v.g., una porcion de unién de ligando de un
ActRlIb o variante del mismo) y uno o0 mas dominios adicionales que confieren una
propiedad deseable, tal como farmacocinética mejorada, purificacion mas facil,
direccionamiento a tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una

proteina de fusién puede mejorar una o mas de estabilidad in vivo, semivida in

124



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

vivo, absorcion/administracion, localizacion o distribucion de tejido, formacion de
complejos de proteina, multimerizacién de la proteina de fusion y/o purificacién. La
dimerizacion o multimerizacién pueden proporcionar una creciente afinidad de
unién de ligando. Una proteina de fusidn ActRIllb puede incluir un dominio Fc de
inmunoglobulina (silvestre o mutante) o una albdmina sérica u otra porcién del
polipéptido que otorgue propiedades deseadas tales como farmacocinética
mejorada, solubilidad 'mejorada o estabilidad mejorada. Tipicamente, una proteina
de fusién ActRIllb-Fc se producira como un complejo hemodimérico.
Opcionalmente, una proteina de fusion ActRIIb-Fc comprende un conector
relativamente no estructurado, posicionado entre el dominio Fc y el dominio
ActRIIb extracelular. Este conector no estructurado puede corresponder a la regidon
no estructurada de mas o menos 15 aminoacidos en el extremo C-terminal del
dominio extracelular de ActRIIb (la "cola"), o puede ser una secuencia artificial de
1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos de una longitud de entre 5 y 15, 20, 30, 50 o mas
aminoacidos, que estan relativamente libres de una estructura secundaria, o una
mezcla de ambas. Un conector puede ser rico en residuos de glicina y prolina y
puede, por ejemplo, contener una sola secuencia de treonina/serina y glicinas o
secuencias repetitivas de treonina/serina y glicinas (v.g., singletes TG3, TG4, SG3 0
SG,4 o repeticiones). Una proteina de fusién puede incluir una subsecuencia de
purificacién, tal como una marca de epitopo, una marca FLAG, una secuencia de
polihistidina y una fusion GST. Opcionaimente, un polipéptido ActRIIb soluble
incluye uno o mas residuos de aminoacido modificado, seleccionados de: un
aminoacido glicosilado, un aminoacido pegilado, un aminoacido farnesilado, un
aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a una
fraccién de lipido y un aminoacido conjugado a un agente organico de derivacion.
Un preparado farmacéutico puede incluir igualmente uno o mas compuestos
adicionales, tales como un compuesto que se emplea para tratar un desorden
6seo. Preferiblemente, un preparado farmacéutico es sustancialmente libre de
pirégenos. En general, es preferible que una proteina ActRIlb se exprese en una
linea celular de mamifero, que media apropiadamente la glicosilacion natural de la
proteina ActRIIb, de manera que disminuya la probabilidad de una respuesta
inmunitaria desfavorable en un paciente. Lineas celulares humanas y CHO se han
utilizado exitosamente, y se espera que sean Utiles otros sistemas de expresién
comunes de mamifero.

En ciertos aspectos, la divulgacién proporciona acidos nucleicos que
codifican un polipéptido ActRIlb. Un polinucleétido aislado puede comprender una
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secuencia codificante para un polipéptido ActRIlb, tal como se describe
anteriormente. Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede incluir una secuencia
que codifica un dominio extracelular (v.g., dominio de unién de ligando) de un
ActRIlb y una secuencia que codificaria parte o la totalidad del dominio
transmembrana y/o el dominio citoplasmatico, o posicionada entre el dominio
extracelular y el dominio transmembrana o dominio citoplasmatico. Por ejemplo un
polinucleétido aislado puede contener una secuencia del polinucleétido ActRlIIb de
longitud completa, tal como SEQ ID NO: 4 o 5, o una version parcialmente
truncada, comprehdiendo el citado polinuéleétido aislado ademas un coddén de
terminaciéon de transcripcion por lo menos seiscientos nucleétidos antes del
término 3' o posicionado en alguna otra forma, de manera que la traduccion del
polinucleétido dé origen a un dominio extracelular fusionado opcionalmente a una
porcién truncada de un ActRIlb de longitud completa. Una secuencia de acido
nucleico preferida es SEQ ID NO: 18. Los acidos nucleicos divulgados en esta
especificacion pueden conectarse opcionalmente a un promotor para expresion, y
la divulgacién proporciona células transformadas con tales polinucleétidos
recombinantes. Preferiblemente, la célula es una célula de mamifero, tal como una
celula CHO.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona métodos para elaborar un
polipéptido ActRIlb. Tal método puede incluir expresar cualquiera de los acidos
nucleicos (v.g., SEQ ID NO. 4, 5 o 18) divulgados en esta especificacion en una célula
apropiada, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO — Chinese hamster

ovary). Tal método puede incluir: a) cultivar una células bajo condiciones apropiadas

para expresion del polipéptido ActRIIb, en donde la citada célula se transforma con un

constructo de expresion ActRIlb; y b) recuperar el polipéptido ActRllb asi expresado.
Los polipéptidos ActRIIb pueden recuperarse como fracciones crudas, parcialmente
purificadas o altamente purificadas. La purificacién puede llevarse a cabo por una
serie de pasos de purificacion, incluyendo, por ejemplo, uno, dos o tres o mas de los
siguientes, en cualquier orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de
intercambio anionico (v.g., Q sefarosa), cromatografia de interaccién hidréfoba y

cromatografia de intercambio catidnico.

En ciertos aspectos, un antagonista ActRllb divulgado en esta
especificacion, tal como un polipéptido ActRIlb, puede usarse en un método para
promover el crecimiento dseo o aumentar la densidad 6sea en un sujeto. En
ciertas modalidades, la divulgacion ofrece métodos para tratar un desorden
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asociado con una baja densidad 6sea, o para promover el crecimiento éseo, en
pacientes con necesidad de ello. Un método puede incluir administrar a un sujeto
con necesidad de ello una cantidad efectiva de antagonista ActRllb. En ciertos
aspectos, la divulgacion proporciona usos de un antagonista ActRIlb para elaborar
un medicamento para el tratamiento de un trastorno o afeccién, como se describen

en esta especificacion.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona un método para identificar
un agente que estimula el crecirhiento, o la mineralizacion creciente del hueso. El
método incluye: a) identificar un agente de prueba que se une a un dominio de
unién de ligando de un polipéptido ActRIIb; y b) evaluar el efecto del agente sobre
el crecimiento o mineralizaciéon del hueso.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona métodos para medicar a un
paciente con una proteina de fusién ActRlIb-Fc, método que incluye administrar
una proteina de fusion ActRIlb-Fc al paciente en una pauta posologica que
mantiene una concentracion sérica de la proteina de fusion ActRlIIb-Fc de por lo
menos 8 ug/mL.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona un compuesto para uso en
medicar a un paciente con una proteina de fusion ActRIIb-Fc, en donde la proteina
de fusién ActRIlb-Fc se dosifica en una pauta posoldgica que mantiene una
concentracion sérica de la proteina de fusién ActRIlb-Fc de por lo menos 8 ug/mL.
Otros compuestos ejemplares, usos y regimenes de dosificacién se describen en
esta especificacién y en las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El archivo de la patente o solicitud contiene por lo menos un dibujo
ejecutado en colores. Copias de la publicacion de esta patente o solicitud de
patente con dibujo(s) en colores se proporcionaran por la Oficina previa solicitud y

pago de la tasa necesaria.

Figura 1 muestra una alineaciéon de secuencias multiples de varias
proteinas ActRIIb de vertebrados y ActRIIA humana.
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Figura 2 muestra un perfil farmacocinético (PK) en pacientes humanos

para una dosis unica de ActRllIb-Fc administrada subcutaneamente.

Figura 3 muestra la variacién porcentual media en masa corporal magra
15, 29 o 57 dias después de la administracion subcutanea a pacientes humanos

de una dosis unica de ActRlIb-Fc.

Figura 4 muestra el porcentaje de sujetos con un aumento = 0.5 kg (panel
superior) o 2 1.0 kg (panel inferior) en masa corporal magra 15, 29 o 57 dias
después de la administracion subcutanea a pacientes humanos de una dosis
Unica de ActRllb-Fc.

Figura 5 muestra la variacion en leptina, un biomarcador sérico del
metabolismo de la grasa, en varios puntos de tiempo después de la
administracion subcutanea a pacientes humanos de una dosis Gnica de ActRlIb-
Fc.

Figura 6 muestra la variacién en adiponectina, un biomarcador sérico del
metabolismo de la grasa, en varios puntos de tiempo después de la
administracion subcutanea a pacientes humanos de una dosis tUnica de ActRlIIb-
Fc.

Figura 7 muestra la variacion porcentual media en fosfatasa alcalina
especifica del hueso (BSAP - bone-specific alkaline phosphatase), un
biomarcador sérico de formacién 6sea, en varios puntos de tiempo después de la
administracién subcutanea a pacientes humanos de una dosis Gnica de ActRlIIb-
Fc.

Figura 8 muestra la variacién porcentual media en telopéptido de colageno
tipo 1 C-terminal (CTX - C-terminal type 1 collagen telopeptide), un biomarcador
sérico de resorcion 6sea, en varios puntos de tiempo después de Ia
administracion subcutanea a pacientes humanos de una dosis Unica de ActRIIb-
Fc.

Figura 9 muestra la variaciéon porcentual media en la hormona estimuladora
de foliculo en el suero (FSH - follicle-stimulating hormone) en varios puntos de

tiempo después de la administracion subcutanea a pacientes humanos de una
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dosis Unica de ActRIIb-Fc.

Figura 10 muestra una imagen de resonancia magnética (MRI - magnetic
resonance imaging) de un corte transversal de un muslo en un sujeto humano
representativo, medicado con una administraciéon subcutanea unica de 3 mg/kg de
ActRIIb-Fc. El panel superior muestra una evaluacion MRI de un muslo, el panel
central muestra valores de referencia el dia 9, el panel inferior muestra los
resultados el dia 29 después de la medicacion. El musculo se muestra en gris, la

grasa subcutanea es rosada, y la grasa intramuscular es verde.

Figura 11 muestra la variacion porcentual media de los valores de
referencia en el volumen muscular del muslo el dia 29 para sujetos humanos
medicados con una administraciéon subcutanea Unica de 1 mg/kg ActRIlb-Fc o 3
mg/kg ActRIIb-Fc, comparada con placebo.

Figura 12 muestra una alineacién de la secuencia sefal y el dominio
extracelular de ActRIlb de SEQ ID NO: 1 (residuos 1-134 de SEQ IDNO: 1) con el
dominio extracelular de ActRIlIb representado por SEQ ID NO: 2. Tal como se
muestra, la secuencia sefial tiene 19 aminoacidos de longitud. Por consiguiente,
un aminodcido en posicién X en SEQ ID NO: 1 tiene la posicidn correspondiente
en X-19 en SEQ ID NO: 2. Para ilustracion, la posicién 30 de aminoacido en SEQ
ID NO: 1 es la posicion 11 de aminoacido en SEQ ID NO: 2. Una correlacién
similar puede determinarse para otras secuencias ActRllb descritas en esta
especificacion.

Figura 13 muestra un alineamiento de ActRlla humano y ActRIlb. Los
residuos encerrados en cuadros representan residuos de aminoacido que se
considera que contactan directamente un ligando (es decir, la cavidad de unién de
ligando) basado en analisis compuesto de multiples estructuras cristalinas ActRIIb
y ActRlla.

Figura 14 muestra el perfil farmacocinético de ActRllb-hFc en el suero

varios dias durante el estudio multiple de dosis ascendente descrito en Ejemplo 5.
Figura 15 muestra concentraciones séricas de ActRIlb-hFc en el eje

superior y la variacién porcentual en la hormona estimuladora de foliculo (FSH) en
el eje inferior.
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Figura 16 muestra la variacion porcentual en la masa corporal total,

producida por dosis variables de ActRllb-hFc, medida por DXA.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Vistazo General

La superfamilia del factor-B de crecimiento transformante (TGF-beta)
contiene una variedad de factores de crecimiento que comparten elementos de
secuencias comunes y motivos estructurales. Estas proteinas son conocidas por
ejercer efectos bioldgicos en una gran variedad de tipos de células tanto en
vertebrados como invertebrados. Los miembros de la superfamilia desempefian
funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacién de
patrones y especificacion de tejidos y pueden influir en una variedad de procesos
de diferenciacion, incluyendo adipogénesis, miogénesis, condrogénesis,
cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis y diferenciaciéon de células
epiteliales. Manipulando la actividad de un miembro de la familia TGF-beta, a
menudo es posible ocasionar cambios fisiolégicos significativos en un organismo.
Por ejemplo, los cruces de ganado Piedmontese y Belgian Blue portan una
mutacion de pérdida de funcién en el gen GDF8 (también llamado miostatina) que
ocasiona un marcado aumento en masa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997,
17(1):71-4. Ademas, en humanos, alelos inactivos de GDF8 se asocian con una
masa muscular incrementada y, tal como se ha informado, resistencia
excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350:2682-8.

Las activinas son factores de crecimiento de polipéptido dimérico que
pertenecen a la superfamilia TGF-beta. Existen tres formas principales de activina
(A, B, y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades B estrechamente
relacionadas (BaBa, BsBs, ¥ BaBs). El genoma humano codifica asimismo una
activina C y una activina E, las cuales se expresan principalmente en el higado. En
la superfamilia TGF-beta, las activinas son factores dnicos y multifuncionales que
pueden estimular la produccion de hormonas en las células ovaricas y
placentarias, apoyar la supervivencia de las células neuronales, influir positiva o
negativamente en la evolucion del ciclo celular dependiendo del tipo de célula, e
inducir la diferenciacion mesodérmica por lo menos en embriones anfibios
(DePaolo et al., 1991, Proc Soc Ep Biol Med. 198:500-512; Dyson et al., 1997,

11



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

Curr Biol. 7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol. 55:953-963). Mas aun, se
descubrié que el factor de diferenciacion eritroide (EDF - erythroid differentiation
factor) aislado de células leucémicas monociticas humanas estimuladas era
idéntico a la activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85:2434). Se ha sugerido que
la activina A actia como un regulador positivo, natural, de eritropoyesis en la
medula 6sea. En varios tejidos, la sefializacién de la activina es antagonizada por
su heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacién de la
hormona estimuladora de foliculo (FSH) de la pituitaria, la activina promueve la
secrecion y sintesis de FSH, mientras que la inhibina impide la secrecién y sintesis
de FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad de la activina y/o
unirse a activina incluyen folistatina (FS), proteina relacionada con folistatina

(FSRP - follistatin-related protein), y ax-macroglobulina.

Las sefiales de Ila familia TGF- estan medidas por complejos
heteroméricos de receptores de serina/treonina cinasa tipo | y tipo I, los cuales
fosforilan y activan corriente abajo proteinas Smad, luego de la estimulacion del
ligando (Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178). Estos receptores
tipo | y tipo Il son proteinas transmembrana, compuestas de un dominio
extracelular de unidén de ligando con una regién rica en cisteina, un dominio
transmembrana, y un dominio citoplasmatico con .especificidad serina/treonina
predicha. Los receptores tipo | son esenciales para la sefalizacién; y los
receptores tipo Il se requieren para unir ligandos y para expresion de los
receptores tipo I. Los receptores de activina tipo | y tipo Ii forman un complejo
estable luego de la unién de ligando, resultando en fosforilacién de receptores tipo
| por receptores tipo II.

Dos receptores tipo 1l relacionados, ActRlla y ActRIIb, se han identificado
como los receptores tipo Il para activinas (Mathews and Vale, 1991, Cell 65:973-
982; Attisano et al., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de las activinas, ActRlla y
ActRllb pueden interactuar bioquimicamente con varias otras proteinas de la
familia TGF-B, 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 et al, 2002,
Genes Dev. 16:2749-54). ALK4 es el receptor tipo | primario para activinas,
particularmente para la activina A, y ALK-7 puede servir igualmente como un
receptor para activinas, particularmente para la activina B.

12
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Como se demuestra en esta especificacion, un polipéptido ActRIIb
(ActRI11b[20-134]-Fc) es efectivo para promover el crecimiento éseo y aumentar la
densidad 6sea in vivo, incrementando también al mismo tiempo la masa muscular.
Sin querer limitarse a un mecanismo particular, se espera que el efecto de ActRIlb
sobre el hueso se produzca principalmente por un efecto de un antagonista de
activina. Independientemente del mecanismo, es evidente a partir de los datos
presentados en esta especificacion que los antagonistas ActRIlb aumentan la
densidad 6sea y afectan los biomarcadores 6seos en una manera que es
consistente con un efecto anabdlico/anti-resortivo combinado en humanos. Debe
observarse que el hueso es un tejido dinamico, con crecimiento o encogimiento y
una densidad creciente o decreciente dependiendo de un equilibrio de factores
que producen hueso y estimulan la mineralizacién (principaimente osteoblastos) y
factores que destruyen y desmineralizan el hueso (principalmente osteoclastos). El
crecimiento 'y la mineralizacion éseos pueden incrementarse favoreciendo los
factores productivos, disminuyendo los factores destructivos, o ambos. Los
términos "promover el crecimiento 6seo” y "aumentar la mineralizacién 6sea" se
refieren a los cambios fisicos observables en el hueso y pretenden ser neutros en

cuanto al mecanismo mediante el cual ocurren cambios en el hueso.

Ademas de promover el crecimiento 6seo, la divulgaciéon contempla usar
antagonistas ActRIIb en tratar o prevenir enfermedades o afecciones que se
asocian con actividad anormal de un ActRIlb o un ligando ActRIlb. Por ejemplo, los
antagonistas ActRIlb pueden utilizarse para tratar trastornos o enfermedades
humanos o animales. Ejemplos de tales trastornos o enfermedades incluyen, pero
no se limitan a, trastornos metabdlicos tales como diabetes tipo 2, tolerancia
anormal a la glucosa, sindrome metabdlico (v.g., sindrome X), y resistencia a la
insulina inducida por trauma (v.g., quemaduras o desequilibrio de nitrégeno);
trastornos de tejido adiposo (v.g., obesidad); trastornos musculares vy
neuromusculares tales como distrofia muscular (incluyendo distrofia muscular de
Duchenne); esclerosis lateral amiotréfica (ALS - amyotrophic lateral sclerosis);
atrofia muscular; atrofia de oérganos; endeblez; sindrome del tunel carpiano;
enfermedad pulmonar obstructiva congestiva; y sarcopenia, caquexia y otros
sindromes de consuncion muscular. Otros ejemplos incluyen osteoporosis,
especialmente en las personas de edad avanzada y/o mujeres posmenopausicas;
osteoporosis inducida por glucocorticoides; osteopenia; osteoartritis; y fracturas
relacionadas con osteoporosis. Ejemplos adicionales incluyen masa 6sea baja

debido a terapia crénica con glucocorticoides, deficiencia gonadal prematura,
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supresion de androgenos, deficiencia de vitamina D, hiperparatiroidismo

secundario, deficiencias nutricionales y anorexia nerviosa.

Esta divulgacion proporciona métodos para emplear polipéptidos ActRIlb y
otros antagonistas ActRIlb para promover el crecimiento 6seo e incrementar la
densidad désea en humanos, y aumentar asimismo la masa muscular. Los
antagonistas ActRIlb incluyen, por ejemplo, polipéptidos ActRIlb de unién a
ligando (v.g., ActRllb-Fc), anticuerpos que se unen a ActRIlb y rompen la unién de
uno o mas ligandos, tales como activina o miostatina, proteinas distintas de
anticuerpos, seleccionadas para uniéon ActRllb (véase v.g., WO/2002/088171,
WO/2006/055689, y WO/2002/032925 para ejemplos de tales proteinas y métodos
para disefio y seleccién de las mismas), péptidos aleatorizados, seleccionados
para uniéon ActRlIb, fijados a menudo a un dominio Fc. Dos diferentes proteinas (u
“otras fracciones) con actividad de unién a ActRllb, especialmente ligantes de
activina que bloquean los sitios de unién tipo | (v.g., un receptor de activina tipo |
soluble) y tipo Il (v.g., un receptor de activina tipo Il soluble), respectivamente,
pueden conectarse entre si para crear una molécula de unién bifuncional.
Aptameros de 4cido nucleico, moléculas pequerias y otros agentes que inhiben el

eje de sefializacion de ActRIIb se incluyen como antagonistas ActRlIb.

Los terminos empleados en esta especificacion tienen generalmente sus
significados ordinarios en el arte, dentro del contexto de esta invencién y en el
contexto especifico en el que cada término se utiliza. Ciertos términos se discuten
a continuacién o en alguna otra parte en la especificacion, para brindar orientacion
adicional al facultativo en describir las composiciones y métodos de la invencién y
como hacer uso de ellos. El alcance o significado de cualquier uso de un término

sera evidente a partir del contexto especifico en el cual se emplea el término.

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

Alternativa, y particularmente en sistemas biologicos, los términos

"alrededor de" y "aproximadamente" pueden significar valores que estan dentro de

un orden de magnitud, preferiblemente dentro de cinco veces y preferiblemente
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dentro de dos veces de un valor dado. Las cantidades numéricas dadas en esta
especificacidn son aproximadas, a menos que se especifique lo contrario,
significando que el término "alrededor" o "aproximadamente" puede inferirse

cuando no se declare expresamente.

Los metodos de la invencion pueden incluir los pasos de comparar
secuencias entre si, incluyendo una secuencia silvestre con uno o mas mutantes
(variantes de secuencia). Tales comparaciones comprenden tipicamente
alineamientos de secuencias poliméricas, v.g., empleando programas de
alineamiento de secuencias y/o algoritmos que son bien conocidos en el arte (por
ejemplo, BLAST, FASTA y MEGALIGN, para citar unos pocos). El profesional
experto observara faciimente ‘que, en aquellos alineamientos, en los que una
mutacién contiene una inserciéon o delecion de un residuo, el alineamiento de
secuencias introducira un "vacio" (representado normalmente por un guién, o "A")

en la secuencia polimérica que no contiene el residuo insertado o delecionado.

"Homélogo," en todas sus formas gramaticales y variaciones ortogréaficas,
se refiere a la relacion entre dos proteinas que poseen un "origen evolutivo
comun," incluyendo proteinas de superfamilias en la misma especie de organismo,
asi como proteinas homdlogas de diferentes especies de organismo. Tales
proteinas (y sus acidos nucleicos codificantes) tienen homologia de secuencia,
como se refleja por su similitud de secuencia, o bien en términos de identidad
porcentual o bien por la presencia de residuos especificos 0 motivos y posiciones
conservadas.

El término "similitud de secuencia," en todas sus formas gramaticales, se
refiere al grado de identidad o correspondencia entre secuencias de acidos

nucleicos o aminoacidos que pueden compartir o no un origen evolutivo coman.

Sin embargo, en el uso comln y en la presente solicitud, el término
"homologo," cuando se modifica con un adverbio tal como "altamente," puede
referirse a una similitud de secuencia y puede referirse o0 no a un origen evolutivo
comun.
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2. Polipéptidos ActRIlb

En ciertos aspectos, la presente invencion se refiere a polipéptidos ActRIIb.
Tal como se emplea en esta especificacion, el término "ActRIIb" se refiere a una
familia de proteinas tipo lIb de receptor de activina (ActRIlb) de cualquier especie
y variantes derivadas de tales proteinas ActRllb mediante mutagénesis u otra
modificacion. Se entiende que la referencia a ActRIlb en esta especificacion es
una referencia a una cualquiera de las formas actualmente identificadas. Los
miembros de la familia ActRIlb son generalmente proteinas de transmembrana,
compuestas de un dominio extracelular de unién de ligando con una region rica en
cisteina, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmatico con actividad
sereinaltreonina cinasa predicha.

El término "polipéptido ActRIIb" incluye polipéptidos que comprenden
cualquier polipéptido de ocurrencia natural de un miembro de la familia ActRIIb,
asi como cualesquiera variantes de la misma (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas), que conservan una actividad Gtil. Véase, por
ejemplo, WO/2006/012627, polipéptidos ActRIIb que se incorporan por referencia
en esta especificacién. Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIb incluyen polipéptidos
derivados de la secuencia de cualquier ActRIIb conocido que tenga una secuencia
por lo menos alrededor de 80% idéntica con la secuencia de un polipéptido
ActRlIlb y, opcionalmente, por lo menos 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o una
identidad mayor. Por ejemplo, un polipéptido ActRIlb de la invencién puede unirse
a una proteina ActRIlb e inhibir su funcién. Un polipéptido ActRIlb puede
seleccionarse con respecto a su actividad en promover la formacion de globulos
rojos in vivo. Ejemplos de polipéptidos ActRIlb incluyen el polipéptido precursor
ActRI1b humano (SEQ ID NO: 1) y los polipéptidos ActRIlb humanos solubles (v.g.,
SEQ ID NO: 2, 3, 13, 17, 0 20).

La secuencia de fa proteina precursora ActRIlb humana es como sigue:

16

32p



544

WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAETRECIYYNANWELERT@QSGLERC

EGEQDKRLHCYASWNESSGTIELVKKGCWLDDFNC?DRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLQLLEIK
ARGREGCVWKAQLMNDFVAVKIFPLODKQSWQSEREIFSTPGMKHENLL
QFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETM
SRGLSYLHEDVPWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADFGLA
VRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFQRDAFLRIDMYAMGLV
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEEIGQHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS

DCLVSLVTSVINVDLPPKESSI SEQ ID NO: 1

El péptido sefial tiene un subrayado simple; el dominio extracelular esta en

negrita y los sitios potenciales de glicosilacion N-enlazados estan en cuadros.

La secuencia del polipéptido procesado soluble (extracelular) ActRIlb

humano es como sigue:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLP
EAGGPEVTYEPPPTAPT SEQ ID NO: 2

En algunas condiciones, la proteina puede producirse con una secuencia
"SGR..." en el extremo N-terminal. La "cola" C-terminal del dominio extracelular
esta subrayada. La secuencia con la "cola" delecionada (una secuencia A15) es
como sigue:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG

TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLP

EASEQID NO: 3

En algunas condiciones, la proteina puede producirse con una secuencia
"SGR..." en el extremo N-terminal. La secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina precursora ActRIIb humana es la siguiente: (nucleétidos 5-1543 de la
entrada Genbank NM_001106)
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ATGACGGCGCCCTGGGTGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCGCTGTGGL
CCGGCTCTGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAA
CGCCAACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGC
GAAGGCGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACA
GCTCTGGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTT
CAACTGCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAG
GTGTACTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTC
ATTTGCCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGAC
AGCCCCCACCCTGCTCACGGTGCTGGCCTACTCACTGCTGCCCATCGGG
GGCCITTCCCTCATCGTCCTGCTGGCCTTTTGGATGTACCGGCATCGCA
AGCCCCCCTACGGTCATGTGGACATCCATGAGGACCCTGGGCCTCCACC
ACCATCCCCTCTGGTGGGCCTGAAGCCACTGCAGCTGCTGGAGATCAAG
GCTCGGGGGCGCTTTGGCTGTGTCTGGAAGGCCCAGCTCATGAATGACT
TTGTAGCTGTCAAGATCTITCCCACTCCAGGACAAGCAGTCGTGGCAGAG
TGAACGGGAGATCTTCAGCACACCTGGCATGAAGCACGAGAACCTGCTA
CAGTTCATTGCTGCCGAGAAGCGAGGCTCCAACCTCGAAGTAGAGCTGT
GGCTCATCACGGCCTITCCATGACAAGGGCTCCCTCACGGATTACCTCAA
GGGGAACATCATCACATGGAACGAACTGTGTCATGTAGCAGAGACGATG
TCACGAGGCCTCTCATACCTGCATGAGGATGTGCCCTGGTGCCGTGGCG
AGGGCCACAAGCCGTCTATTGCCCACAGGGACTTTAAAAGTAAGAATGT
ATTGCTGAAGAGCGACCTCACAGCCGTGCTGGCTGACTTTGGCTTGGCT
GTTCGATTTGAGCCAGGGAAACCTCCAGGGGACACCCACGGACAGGTAG
GCACGAGACGGTACATGGCTCCTGAGGTGCTCGAGGGAGCCATCAACTT

CCAGAGAGATGCCTTCCTGCGCATTGACATGTATGCCATGGGGTTGGTG
CTGTGGGAGCTTGTGTICTCGCTGCAAGGCTGCAGACGGACCCGTGGATG

AGTACATGCTGCCCTTTGAGGAAGAGATTGGCCAGCACCCTTCGTTGGA
GGAGCTGCAGGAGGTGGTGGTGCACAAGAAGATGAGGCCCACCATTAAA
GATCACTGGTTGAAACACCCGGGCCTGGCCCAGCTTTGTGTGACCATCG
AGGAGTGCTGGGACCATGATGCAGAGGCTCGCTTGTCCGCGGGCTGTGT
GGAGGAGCGGGTGTCCCTGATTCGGAGGTCGGTCAACGGCACTACCTCG
GACTGTCTCGTTITCCCTGGTGACCTCTGTCACCAATGTGGACCTGCCCC
CTAAAGAGTCAAGCATCTAASEQID NO: 4

La secuencia de &cido nucleico que codifica un polipéptido (extracelular)
soluble ActRllb humano es como sigue:
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TCTGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAACGCCA
ACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGCGAAGG
CGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACAGCTCT
GGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTTCAACT
GCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAGGTGTA
CTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTCATTTG
CCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGACAGCCC

CCACC SEQ ID NO: 5

En una modalidad especifica, la invencion se refiere a polipéptidos ActRIlb
solubles. Como se describe en esta especificacion, el término "polipéptido ActRllb
soluble” se refiere generalmente a polipéptidos que comprenden un dominio
extracelular de una proteina ActRIlb. EI término "polipéptido ActRIIb soluble," tal
como se emplea en esta especificacion, incluye cualquier dominio extracelular de
ocurrencia natual de una proteina ActRIIb, asi como cualesquiera variantes de »Ia
misma (incluyendo mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Un
polipéptido ActRIllb de unién a activina es uno que conserva la capacidad de
unirse a activina, incluyendo, por ejemplo, activina AA, AB, BB, o formas que
incluyen una subunidad C o E. Opcionalmente, un polipéptido ActRIlb de union a
activina se unira a activina AA con una constante de disociacién de 1 nM o menos.
El dominio extracelular de una proteina ActRIlb se une a activina y es
generalmente soluble en condiciones fisiolégicas y, por consiguiente, puede
denominarse como un polipéptido ActRIIb de unién a activina, soluble. Ejemplos
de polipéptidos ActRIlb de unién a activina, solubles, incluyen los polipéptidos
solubles ilustrados en SEQ ID NOs: 2, 3, 13, 17, o 20. SEQ ID NO: 13 se
denomina como ActRIIb(20-134)-hFc, y se describe con mas detalle en los
Ejemplos. Otros ejemplos de polipéptidos ActRIilb solubles comprenden una
secuencia sefal ademas del dominio extracelular de una proteina ActRlib, por
ejemplo, la secuencia lider de la melitina de miel de abejas (SEQ ID NO: 14), Ia
secuencia lider del activador de plasminégeno tisular (TPA - tissue plasminogen
activator) (SEQ ID NO: 15) o la secuencia lider ActRIIb nativa (SEQ ID NO: 16). El

polipéptido ActRIIb-hFc ilustrado en SEQ ID NO: 17 utiliza una secuencia lider
TPA.

En ciertas modalidades, la invencion se refiere a polipéptidos de variantes
de ActRllb (v.g., polipéptidos ActRIlb solubles). Opcionalmente, los fragmentos,

variantes funcionales y formas modificadas tienen actividades biologicas idénticas
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o similares de sus correspondientes polipéptidos ActRIIb silvestres. Por ejemplo,
una variante ActRIlb de la invencién puede unirse a un ligando ActRIIb e inhibir su
funcion (v.g., activina A, activina AB, activina B, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7).

Opcionalmente, un polipéptido ActRIIb modula el crecimiento de tejidos tales como

hueso, cartilago, musculo o grasa. Ejemplos de polipéptidos ActRIlb incluyen el
polipéptido precursor ActRllb humano (SEQ [D NO: 1), y polipéptidos ActRIIb
humanos solubles (v.g., SEQ ID NOs: 2, 3, 13, 17, 0 20).

A menos que se indique lo contrario, posiciones de aminoacidos en un
polipéptido ActRIIb discutido en esta especificacion se hacen con referencia al
polipéptido ActRIlb precursor (es decir, SEQ ID NO: 1). Debe entenderse que la
posicion correspondiente en otro polipéptido ActRllb puede identicarse faciimente
basandose en la informacion suministrada en esta especificacién. Por ejemplo, el
polipeptido ActRIlb precursor contiene una secuencia lider de 19 aminoacidos que
no esta contenida en la porcion extracelular soluble de ActRIlb como se muestra
en SEQ ID NO: 2. Por consiguiente, un residuo en la posicién X en SEQ ID NO: 1
corresponde al residuo X-19 en SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, el residuo 30 de SEQ
ID NO: 1 corresponde al residuo 11 en SEQ ID NO: 2 (véase Figura 12). Una
correlacion similar puede determinarse para las demas secuencias ActRllb

descritas en esta especificacion.

La divulgacion identifica porciones funcionalmente activas y variantes de
ActRlIlb. Los solicitantes han confirmado 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 posicién correspondiente al aminoacido 64 de SEQ ID NO:
1 (A64), posee una afinidad relativamente baja por activina y GDF-11. Por el
contrario, la misma proteina de fusion Fc con una arginina en la posicién 64 (R64)
tiene una afinidad por activina y GDF-11 en el rango nanomolar bajo a picomolar
alto. Por consiguiente, una secuencia con una R64 se utilize como secuencia de

referencia silvestre para ActRllb humano en esta divulgacion.

Attisano et al. (Cell. 1992 Jan 10; 68(1):97-108) mostraron una que una
delecion del nudo de prolina en el extremo C-terminal del dominio extracelular de
ActRllb reducia la afinidad del receptor por activina. Una proteina de fusion
ActRlIb-Fc que contiene los aminoacidos 20-119 de SEQ ID NO: 1, "ActRIIb(20-
119)-Fc" redujo la unién a GDF-11 y activina en relacion con un ActRIIb(20-134)-

Fc, que incluye la regién nudo de prolina y el dominio completo de yuxtamembrana
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(véase La Publicacién de los Estados Unidos No. 2009/0005308). Sin embargo,
una proteina ActRIIb(20-129)-Fc conserva una actividad similar pero en cierto
modo reducida, en relacién con el tipo silvestre, aunque la regién nudo de prolina
esta alterada. En consecuencia, se espera que todos los dominios extracelulares
ActRllb que terminan en el aminoacido 134, 133, 132, 131, 130 y 129 sean
activos, pero constructos que terminan en 134 o 133 pueden ser los mas activos.
Analogamente, se espera que mutaciones en cualquiera de los residuos 129-134
no alteren la afinidad de union de ligando con grandes margenes. En respaldo de
esto, mutaciones de P129 y P130 no disminuyen sustancialmente la unién de
ligando. Por lo tanto, una proteina de fusién ActRlib-Fc puede terminar ya en el
aminoacido 109 (la cisteina final); no obstante, se espera que formas que terminan

en o entre 109 y 119 tengan unién de ligando reducida. El aminoacido 119 esta

poco conservado y, en consecuencia, se altera o trunca facilmente. Las formas

que terminan en 128 o después coservan la actividad de unién de ligando. Las
formas que terminan en o entre 119 y 127 tendran una capacidad de unién
intermedia. Se ha informado que un ActRIIb(25-118)-hFc es efectivo para inhibir la
activina y otros ligandos y para promover la masa muscular y, por lo tanto, tales
proteinas ActRlIIb-hFc truncadas pueden utilizarse en los métodos descritos en
esta especificacion (véase Zhou et al., 2010, Cell 142:531-543). Cualquiera de
estas formas puede ser deseable para usar, dependiendo del escenario clinico o
experimental.

En el extremo N-terminal de ActRIlb, se espera que una proteina que
comience en el aminoéacido 29, o antes, conserve la actividad de union de ligando.
El aminoacido 29 representa la cisteina inicial. Una mutacién de alanina a
asparagina en la posicién 24 introduce una secuencia de glicosilacion N-enlazada,
sin afectar sustancialmente la unién de ligando. Esto confirma que mutaciones en
la regién entre el péptido de escision de serial y la regidn entrecruzada de cisteina,
correspondientes a los aminoacidos 20-29, son bien toleradas. En particular,
constructos que comienzan en la posiciéon 20, 21, 22, 23 y 24 conservaran
actividad, y se espera que los constructos que comienzan en las posiciones 25,
26, 27, 28 29 conserven asimismo actividad. Un constructo que comienza en 22,
23, 24 0 25 tendra la maxima actividad (véase Publicacién de los Estados Unidos
No. 2009/0005308).

Tomados en conjunto, una porcién activa de ActRIlb comprende los
aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1, y los constructos, por ejemplo, pueden
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comenzar en un residuo correspondiente a los aminoacidos 20-29 y terminar en
una posicion correspondiente a los aminoacidos 109-134. Otros ejemplos incluyen
constructos que comienzan en una posicion desde 20-29 o 21-29 y terminan en
una posicién desde 118-134, 118-133, 119-134, 119-133 o 129-134, 129-133.
Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una posicion desde 20-24
(0 21-24, 0 22-25) y terminan en una posicion desde 109-134 (o 109-133), 118-
134 (o 118-133), 119-134 (0 119-133) o 129-134 (o 129-133). Se contemplan
asimismo variantes dentro de estos rangos, particularmente aquellas que tienen
por lo menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad con la porcion
correspondiente de SEQ ID NO: 2.

Un analisis extensivo de la funcion de la estructura de ActRIlb se ofrece en
la Publicacién de los Estados Unidos No. 2009/0005308, analisis que se incorpora
por referencia en esta especificacion. Residuos ActRlIlb susceptibles de estar en
contacto con la cavidad de unién se han definido como residuos Y31, N33, N35,
L38 a T41, E47, E50, Q53 a K55, L57, H58, Y60, S62, K74, W78 a N83, Y85, R87,
A92, y E94 a F101 de SEQ ID NO: 1. En estas posiciones, se espera que
mutaciones conservadoras sean bien toleradas, aunque una mutacién K74A es
bien tolerada, como son R40A, K55A, F82A y mutaciones en la posicién L79. R40
es K en Xenopus, indicando que aminoacidos basicos en esta posicion seran
tolerados. Q53 es R en ActRIlb bovino y K en ActRIlb de Xenopus y, en
consecuencia, aminodcidos incluyendo R, K, Q, N y H seran tolerados en esta
posicion. Fuera de estos residuos, se espera que las modificaciones sean
relativamente bien toleradas, siempre y cuando tales alteraciones no
desestabilicen la estructura de la proteina como un todo. Es facilmente evidente
cuando una estructura de una proteina esta desestabilizada porque la proteina
tenderd a expresarse poco o a degradarse en el medio de cultivo. En
consecuencia, una formula general para una proteina de variante ActRIlb activa es
una que comprende los aminoacidos 29-109, pero comenzando opcionaimente en
una posicion que varia desde 20-24 o 22-25 y terminando en una posicién que
varia desde 129-134, y que contiene no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios de
aminoacidos conservadores en la cavidad de union de ligando, y cero, una o mas
alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 en la
cavidad de unién de ligando. Tal proteina puede conservar mas de 80%, 90%,
95% o 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos 29-109
de SEQ ID NO: 1. Sitios fuera de la cavidad de unién, en los cuales la variabilidad

puede ser particularmente bien tolerada, incluyen los términos amino y carboxi del
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dominio extracelular (como se anot6é anteriormente), y las posiciones 42-46 y 65-
73 de SEQ ID NO: 1. Una alteracién de asparagina a alanina en la posicion 65
(N65 A) mejora efectivamente la unidn de ligando en el contexto A64 ("the A64
background") y, por lo tanto, se espera que no tenga un efecto perjudicial sobre la
union de ligando en el contexto R64. Este cambio probablemente elimina la
glicosilacién en N65 en el contexto A62, demostrando asi que un cambio
significativo en esta region es susceptible de ser tolerado. Mientras que un cambio
R64A es poco tolerado, R64K es bien tolerado y, en consecuencia, otro residuo

basico, tal como H puede tolerarse en la posicion 64.

ActRIIb esta bien conservado a través de casi todos los vertebrados, con
largos tramos del dominio extracelular conservados completamente; Muchos de
los ligandos que se unen a ActRIIb estan asimismo altamente conservados. En
consecuencia, comparaciones de secuencias de ActRIIb de varios organismos
vertebrados permiten comprender mejor residuos que pueden estar alterados. Por
lo tanto, una variante ActRIlb humana, activa, puede incluir uno o mas
aminoacidos en posiciones correspondientes de la secuencia de otro ActRIlb de
vertebrado, o puede incluir un residuo que es similar a ese en la secuencia
humana u otra secuencia de vertebrado. Los siguientes ejemplos ilustran este
enfoque para definir una variante ActRlIlb activa. L46 del ActRIIb humano es una
valina en ActRllb de Xenopus, y asi esta posicion puede alterarse v,
opcionalmente, puede alterarse a otro residuo hidréfobo, tal como V, | o F, o un
residuo no polar tal como A. E52 de ActRIlb humano es un K en ActRllb de
Xenopus, indicando que este sitio puede ser tolerante de una amplia variedad de
cambios, incluyendo residuos polares, tales como E, D, K, R, H, S, T, P, G, Yy
probablemente A. T93 de ActRllb humano es un K en ActRIlb de Xenopus,
indicando que una amplia variacion estructural es tolerada en esta posicién, con
residuos polares favorecidos, tales como S, K, R, E, D, H, G, P, Gy Y. F108 de
ActRllb humano es un Y en ActRllb de Xenopus y, en consecuencia, Y u otro
grupo hidréfobo, tal como I, V o L debe ser tolerado. E111 de ActRIlb humano es
K en ActRIlb de Xenopus, indicando que residuos cargados seran tolerados en
esta posicion, incluyendo D, R, Ky H, asi como Q y N. R112 de ActRIIb humano
eis K en ActRllb de Xenopus, indicando que residuos basicos son tolerados en
esta posicion, incluyendo R y H. A en la posicion 119 de ActRlib humano esta
relativamente poco conservado, y aparece como P en un ActRIIb de roedory V en
ActRIlIb de Xenopus; por lo tanto, esencialmente cualquier aminoacido debe ser
tolerado en esta posicion.
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La adicion de un sitio de glicosilacién N-enlazado adicional (N-X-S/T)
inérementa la semivida sérica de una proteina de fusién ActRIlb-Fc, en relacion
con la forma ActRIIb(R64)-Fc (véase Publicacién de los Estados Unidos No.
2009/0005308). Introduciendo una asparagina en la posicién 24 (constructo
A24N), se crea una secuencia NXT que confiere una mayor semivida. Otras
secuencias NX(T/S) se encuentran en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS) de SEQ ID NO:
1, aunque la dltima puede no estar eficientemente glicosilada con el R en la
posicion 64. Secuencias N-X-S/T pueden introducirse generalmente en las
posiciones fuera de la cavidad de unién de ligando, definida en Figura 13. Sitios
particularmente apropiados para la introduccion de secuencias N-X-S/T no
enddgenas incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134 o
129-134 de SEQ ID NO: 1. Secuencias N-X-S/T pueden introducirse asimismo en
el conector entre la secuencia ActRIlb y el Fc u otro componente de fusién. Tal
sitio puede introducirse con esfuerzo minimo insertando un N en la posicién
correcta con respecto a un S o T pre-existente, o introduciendo un S o T en una
posicidn correspondiente a un N pre-existente. Por lo tanto, alteraciones
deseables que crearian un sitio de glicosilacion N-enlazado son: A24N, R64N,
S67N (posiblemente combinadas con una alteracion N65A), E106N, R112N,
G120N, E123N, P129N, A132N, R112S y R112T. Cualquier S, que se prevea para
glicosilarse, puede alterarse a un T sin crear un sitio inmunogénico, debido a la
proteccion conferida por la glicosilacion. Analogamente, cualquier T, que se
prevea para glicosilarse, puede alterarse a un S. Por lo tanto, se contemplan las
alteraciones S67T y S44T. De manera similar, en una variante A24N, puede
usarse una alteracién S26T. Por consiguiente, una variante ActRIlb puede incluir
una o mas secuencias de consenso de glicolisacion N-enlazadas, no enddgenas,
adicionales.

La posicién L79 puede alterarse para conferir propiedades de unién activina
- miostatina (GDF-11) alteradas. L79A o L79P reduce la unién GDF-11 en una
mayor extension que la unién de activina. L79E o L79D conserva la unién GDF-11.
Notablemente, las variantes L79E y L79D han reducido en gran medida la unién
de activina. Experimentos in vivo indican que estos receptores distintos de activina
conservan una capacidad significativa de incrementar la masa muscular pero
muestran efectos disminuidos en otros tejidos. Estos datos demuestran la
deseabilidad y factibilidad para obtener polipéptidos con efectos reducidos sobre ia
activina.
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Las variaciones descritas pueden combinarse en varias formas.
Adicionalmente, los resultados del programa de mutagénesis descritos en esta
especificacién indican que hay posiciones de aminoacidos en ActRIllb que a
menudo es conveniente conservar. Estas incluyen la posicion 64 (aminoacido
" basico), la posiciéon 80 (aminoacido acido o hidréfobo), la posicion 78 (hidréfobo y,
particularmente, triptéfano), la posiciéon 37 (acida y, particularmente, acido
aspartico o glutamico), la posiciobn 56 (aminoacido basico), la posicion 60
(aminoacido hidréfobo, particularmente fenilalanina o tirosina). Por consiguiente,
en cada una de las variantes divulgadas en esta especificacion, la divulgacion
proporciona un marco de aminoacidos que pueden conservarse. Otras posiciones
que puede ser deseable conservar son las siguientes: la posicién 52 (aminoacido
acido), la posicion 55 (aminoacido basico), la posicion 81 (acido), 98 (polar o
cargado, particularmente E, D, R o K).

En ciertas modalidades, fragmentos aislados de los polipéptidos ActRIlb
pueden obtenerse detectando selectivamente (“by screening”) polipéptidos
producidos recombinantemente del correspondiente fragmento del acido nucleico
que codifica un polipéptido ActRIIb (v.g., SEQ ID NOs: 4 y 5). En adicion, pueden
sintetizarse quimicamente fragmentos, empleando técnicas conocidas en el arte
tales como quimica t-Boc o f-Moc en fase sélida Merrifield convencional. Los
fragmentos pueden producirse (recombinantemente o mediante sintesis quimica) y
analizarse para identificar aquellos fragmentos peptidilo que pueden funcionar, por
ejemplo, como antagonistas (inhibidores) o agonistas (activatores) de una proteina
ActRIIb o un ligando ActRlIIb.

En ciertas modalidades, una variante funcional de los polipéptidos ActRlIlb
tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 75% idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs: 2, 3, 13, 17, 0 20. En
ciertos casos, la variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos por lo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a una secuencia
de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs: 2, 3, 13, 17, 0 20.

En ciertas modalidades, la presente invencion contempla elaborar variantes
funcionales m‘odificando la estructura de un polipéptido ActRIlb para propésitos
tales como mejorar la eficacia terapéutica, o estabilidad (v.g., vida Gtil ex vivo y

resistencia a degradacion proteolitica in vivo). Pueden producirse asimismo
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polipéptidos ActRIlb modificados, por ejemplo, mediante sustitucion, delecién, o
adicién de aminoacidos. Por ejemplo, es razonable esperar que una sustituciéon
aislada de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato,
una treonina con una serina, o una sustitucion similar de un aminoacido con un
aminoacido estructuralmente relacionado (v.g., mutaciones conservadoras) no
tendra un efecto importante sobre la actividad biolégica de la molécula resultante.
Sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia
de aminoacidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Si un cambio en
la secuencia de aminoacidos de un polipéptido ActRlIlb resulta en un homélogo
funcional puede determinarse facilmente evaluando la capacidad del polipéptido
ActRIlb de variante de producir una respuesta en células en una manera similar al
polipéptido ActRIIb silvestre, o de unirse a uno o mas ligandos, tales como

activina, GDF-11 o miostatina en una manera similar al silvestre.

En ciertas modalidades especificas, la presente invencién contempla
realizar mutaciones en el dominio extracelular (denominado también como dominio
de unién de ligando) de un polipéptido ActRIIb, de tal manera que el polipéptido
ActRIIb de variante (0 mutante) tenga actividades alteradas de unién de ligando
(v.g., afinidad de unién o especificidad de unién). En ciertos casos, tales
polipéptidos ActRIlb de variante tienen afinidad de unién alterada (elevada o
reducida) por un ligando especifico. En otros casos, los polipéptidos ActRIlb de

variante tienen especificidad de union alterada para sus ligandos.

Por ejemplo, la divulgaciéon proporciona polipéptidos ActRllb de variante
que se unen preferencialmente a GDF8/GDF11 en relacién con activinas. La
divulgacion establece ademas la deseabilidad de tales polipéptidos para reducir
efectos inespecificos ("off-target effects"”), aunque tales variantes selectivas
pueden ser menos deseables para el tratamiento de enfermedades graves en las
que pueden necesitarse aumentos muy grandes en masa muscular para un efecto
terapeutico y en las que es aceptable algun nivel de efecto inespecifico. Por
ejemplo, residuos de aminoacidos de la proteina ActRIIb, tales como E39, K55,
Y60, K74, W78, D80, y F101, estan en la cavidad de unién de ligando y median la
unién a sus ligandos tales como activina y GDF8. En consecuencia, la presente
invencion proporciona un dominio de unién de ligando alterado (v.g., el dominio de
uniéon GDF8) de un receptor ActRIlb, que comprende una o mas mutaciones en
.esos residuos de aminoacido. Opcionalmente, el dominio de unién de ligando

alterado puede tener una selectividad creciente por un ligando tal como GDF8 en
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relacién con un dominio de unién de ligando silvestre de un receptor ActRllb. Para
ilustracion, estas mutaciones incrementan la selectividad del dominio de union de
ligando alterado para GDF8 sobre activina. Opcionalmente, el dominio de unién de
ligando alterado tiene una relacion de Ky para union de activina a K4 para unién de
GDF8 que es por lo menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor relativa a la
relacion para el dominio de unién de ligando silvestre. Opcionalmente, el dominio
de unién de ligando alterado tiene una relacién de ICsy para inhibir activina a I1Csq
para inhibir GDF8 que es por lo menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor relativa
al dominio de unién de ligando silvestre. Opcionalmente, el dominio de unién de
ligando alterado inhibe GDF8 con una ICs, por lo menos 2, 5, 10, o incluso 100
veces menos que la ICsp para inhibir activina.

Como un ejemplo especifico, el residuo de aminoacido positivamente
cargado Asp (D80) del dominio de unién de ligando de ActRIlb puede mutarse a
un residuo de aminoécido diferente de tal manera que el polipéptido ActRllb de
variante se una preferencialmente a GDF8, pero no a activina. Preferiblemente, el
residuo D80 se cambia a un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
conformado por: un residuo de aminoacido no cargado, un residuo de aminoacido
negativo, y un residuo de aminoacido hidréfobo. Como un ejemplo especifico mas,
el residuo hidréfobo, L79, puede alterarse a los aminoacidos &cidos acido
aspartico o acido glutamico para reducir enormemente la unién de activina,
conservando al mismo tiempo la unién de GDF11. Como se reconocera por una
persona de habilidad en el arte, la mayoria de las mutaciones descritas, variantes
o modificaciones pueden hacerse en el nivel de acido nucleico o, en algunos
casos, mediante modificacion postraduccional o sintesis quimica. Tales técnicas

son bien conocidas en el arte.

En ciertas modalidades, la presente invencién contempla mutaciones
especificas de los polipéptidos ActRIIb, de manera que alteren la glicosilacion de
del polipeptido. Sitios de glicosilacion ejemplares en polipéptidos ActRllb se
muestran en SEQ ID NO: 1. Tales mutaciones pueden seleccionarse de manera
que introduzcan o eliminen uno o mas sitios de glicosilacién, tales como sitios de
glicosilacion O-enlazados o N-enlazados. Los sitios de reconocimiento de
glicosilacién enlazada a asparagina comprenden generalmente una secuencia
tripeptidica, asparagina-X-treonina (en donde "X" es cualquier aminoacido) que se
reconoce especificamente por enzimas de glicosilacién celular apropiadas. La

alteracion puede hacerse igualmente por la adicion de, o la sustitucién por, uno o

27

44 /%



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

mas residuos de serina o treonina a la secuencia del polipéptido ActRIib silvestre
(para sitios de glicosilacién O-enlazada). Una variedad de sustituciones o
deleciones de aminoacidos en una o las dos de las posiciones de aminoacidos
primera o tercera de un sitio de reconocimiento de glicosilacién (y/o delecién de
aminoacido en la segunda posicion) resulta en no glicosilacién en la secuencia
tripeptidica modificada. Otro medio de incrementar el numero de fracciones
carbohidrato en un polipéptido ActRIlb es mediante acoplamiento quimico o
enzimatico de glicdsidos al polipéptido ActRIlb. Dependiendo del modo de
acoplamiento utilizado, el azticar(es) puede(n) fijarse a (a) arginina e histidina; (b)
grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina; (d)
grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina, o hidroxiprolina; (e)
residuos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina, o triptéfano; o (f) el
grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en WO 87/05330
publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin and Wriston (1981) CRC Crit.
Rev. Biochem., paginas 259-306, incorporada por referencia en esta
especificacion. La eliminacion de una o mas fracciones carbohidrato presentes en
un polipéptido ActRIlb puede llevarse a cabo quimica o enzimaticamente. La
desglicolizacion quimica puede incluir, por ejemplo, exposicién del polipéptido
ActRlIIb al compuesto acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente.
Este tratamiento resulta en la escision de la mayoria o todos los azlcares, excepto
el azucar enlazante (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando al
mismo tiempo la secuencia de aminoacidos intacta. La desglicosilacion quimica se
describe ademas por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y
por Edge et al. (1981) Anal. Biochem. 118:131. La escisién enzimatica de
fracciones carbohidrato en polipéptidos ActRIlb puede efectuarse mediante el uso
de una variedad de endo- y exo-glicosidasas como se describe por Thotakura et
al. (1987) Meth. Enzymol. 138:350. La secuencia de un polipéptido ActRIlb puede
ajustarse, segin sea apropiado, dependiendo del tipo de sistema de expresion
utilizado, ya que ceélulas de mamifero, levadura, insecto y plantas, todas pueden
introducir diferentes patrones de glicosilacion que pueden afectarse por la
secuencia de aminoéacidos del péptido. En general, las proteinas ActRIIb para uso
en humanos se expresaran en una linea de células de mamifero que proporcione
la glicosilacion apropiada, tal como las lineas de células HEK293 o CHO, aunque

se espera que otras lineas de células de expresiéon de mamifero sean (tiles
también.
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Esta divulgacion contempla ademas un método de generar variantes,
particularmente conjuntos de variantes combinatorias de un polipéptido ActRIlb,

incluyendo, opcionaimente, variantes de truncamiento; grupos ("pools") de

mutantes combinatorios son especialmente Utiles para identificar secuencias de

variantes funcionales. El propédsito de detectar selectivamente tales bibliotecas
combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes del polipéptido ActRIlb
las cuales tienen propiedades alteradas, tales como farmacocinética alterada, o
unién de ligando alterada. Mas adelante se proveen una variedad de andlisis de
deteccidn selectiva, y tales andlisis pueden emplearse para evaluar variantes. Por
ejemplo, una variante de polipéptido ActRIlb puede detectarse selectivamente en
cuanto a su capacidad de unirse a un polipéptido ActRlIb, para impedir la unién de
un ligando ActRIIb a un polipéptido ActRlIIb.

La actividad de un polipéptido ActRIlb o sus variantes puede examinarse
igualmente en un analisis basado en células o in vivo. Por ejemplo, puede
evaluarse el efecto de una variante del polipéptido ActRIIb sobre la expresion de
genes involucrados en la produccién de hueso en un osteoblasto o precursor.
Segun sea necesario, esto puede realizarse en la presencia de una o mas
proteinas de ligando ActRIlb recombinantes (v.g., BMP7), y células pueden
transfectarse de manera que produzcan un polipéptido ActRIlb y/o variantes del
mismo Yy, opcionalmente, un ligando ActRIlb. Analogamente, un polipéptido
ActRIlb puede administrarse a un ratén u otro animal, y pueden evaluarse una o
mas propiedades del hueso, tales como densidad o volumen. Puede evaluarse asi
mismo la velocidad de cicatrizacién para fracturas de hueso. De manera similar,
puede examinarse la actividad de un polipéptido ActRIIb o sus variantes en células
de musculo, adipocitos y células neuronales para detectar cualquier efecto sobre
el crecimiento de estas células, por ejemplo, mediante los analisis como se
describe mas adelante. Tales andlisis son bien conocidos de manera rutinaria en
el arte. Un gen reportero sensible a SMAD puede usarse en tales lineas de células

para monitorear efectos sobre la sefializacion corriente abajo.

Pueden generarse variantes derivadas combinatoriamente, las cuales
tienen una potencia selectiva, en relacion con un polipéptido ActRIIb de ocurrencia
natural. Tales proteinas de variantes, cuando se expresan a partir de constructos
de ADN recombinante, pueden usarse en protocolos de terapia génica.
Analogamente, la mutagénesis puede dar origen a variantes que tienen semividas

intracelulares dramaticamente diferentes del polipéptido ActRIlb silvestre
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correspondiente. Por ejemplo, la proteina alterada puede hacerse o bien mas
estable o bien menos estable a la degradacion proteolitica o a otros procesos que
resultan en la destruccién, o inactivaciéon de otra manera, de un polipéptido ActRIlb
nativo. Tales variantes, y los genes que las codifican, pueden utilizarse para
alterar niveles del polipéptido ActRllb moduiando la semivida de los polipéptidos
ActRlIb. Por ejemplo, una semivida corta puede dar origen a efectos bioldgicos
mas transitorios y, cuando parte de un sistema de expresion inducible, puede
permitir un control mas estrecho de niveles del polipéptido ActRIlb recombinante

en la célula.

En ciertas modalidades, los polipéptidos ActRIlb de la invencién pueden
comprender ademas modificaciones postraduccionales ademas de las que estan
naturalmente presentes en los polipéptidos ActRIlb. Tales modificaciones incluyen,
pero no se limitan a, acetilacién, carboxilaciéon, glicosilaciéon, fosforilacion,
lipidacion y acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRilb modificados
pueden contener elementos distintos de aminoécidos, tales como polietilen
glicoles, lipidos, poli- 0 monosacaridos y fosfatos. Los efectos de tales elementos
distintos de aminoacidos sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRIlb pueden
examinarse como se describe en esta especificacion para otras variantes del
polipéptido ActRIlb. Cuando un polipéptido ActRIlb se produce en células
escindiendo una forma nasciente del polipéptido ActRIIb, el procesamiento
postraduccional puede ser igualmente importante para el plegamiento correcto y/o
la funcion de la proteina. Diferentes células (tales como CHO, Hela, MDCK, 293,
WI38, NIH-3T3 o HEK293) tienen maquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para tales actividades postraduccionales y pueden seleccionarse
para garantizar la correcta modificacion y procesamiento de los polipéptidos
ActRlIlb.

En ciertos aspectos, variantes funcionales o formas modificadas de los
polipéptidos ActRIIb incluyen proteinas de fusion que tienen por lo menos una
porcion de los polipéptidos ActRIlb y uno o mas dominios de fusién. Ejemplos bien
conocidos de tales dominios de fusion incluyen, pero no se limitan a, polihistidina,
Glu-Glu, glutation S transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G, una
region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (v.g., un Fc), proteina de
union a maltosa (MBP - malfose binding protein), o albumina sérica humana.
Puede seleccionarse un dominio de fusién de manera que confiera una propiedad
deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusion son particularmente Utiles para
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aislamiento de las proteinas de fusién mediante cromatografia de afinidad. Para el
propésito de purificaciéon de afinidad, se utilizan matrices relevantes para
cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatién, amilasa, y
niquel o cobalto. Muchas de tales matrices se encuentran disponbiles en forma de
"kit", tales como el sistema de purificacibn GST de Pharmacia y el sistema
QlAexpress™ (Qiagen) utiles con parejas de fusion (HISg). Como otro ejemplo, un
dominio de fusion puede seleccionarse de manea que facilite la deteccion de los
polipéptidos ActRIIb. Ejemplos de tales dominios de deteccién incluyen las
diferentes proteinas fluorescentes (v.g., GFP) asi como "marcas de epitopo,” las

cuales son usualmente secuencias peptidicas cortas para las cuales se dispone

de un anticuerpo especifico. Marcas de epitopo bien conocidas, para las cuales se

dispone facilmente de anticuerpos monoclonales especificos, incluyen marcas
FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y c-myc. En algunos casos, los
dominios de fusién tienen un sitio de escision de proteasa, tal como para el factor
Xa o trombina, lo cual permite que la proteasa relevante digiera parcialmente las
proteinas de fusién y libere asi las proteinas recombinantes de alli. Las proteinas
liveradas pueden aislarse entonces del dominio de fusién mediante separacion
cromatografica subsiguiente. En ciertas modalidades preferidas, un polipéptido
ActRIIb se fusiona con un dominio que estabiliza el polipéptido ActRlIIb in vivo (un
dominio "estabilizador").

Por "estabilizador" se da a entender cualquier cosa que aumente la
semivida sérica, sin tener en cuenta si esto se debe a destruccién disminuida,
depuracion reducida por el rifién, u otro efecto farmacocinético. Fusiones con la
porcion Fc de una inmunoglobulina son conociadas por conferir propiedades
farmacocinéticas deseables en un amplio rango de proteinas. De igual modo,
fusiones a albiimina sérica humana pueden conferir propiedades deseables. Otros
tipos de dominios de fusién, que pueden seleccionarse, incluyen dominios
multimerizantes (v.g., dimerizantes, tetramerizantes) y dominios funcionales (que
confieren una funcidén biolégica adicional, tal como estimualcion adicional del
crecimiento muscular).

Como un ejemplo especifico, la presente invenciéon proporciona una

proteina de fusibn como un antagonista GDF8 que comprende un dominio
extracelular (v.g., unién a GDF8) fusionado a un dominio Fc (v.g., SEQ ID NO: 6).
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THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVD (A) VSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK

Preferiblemente, el dominio Fc tiene una o mas mutaciones en residuos
tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En ciertos casos, el dominio Fc
mutante, que tiene una o mas de estas mutaciones (v.g., la mutacion Asp-265),
posee capacidad reducida de unién al receptor Fcy en relacién con el dominio Fc
silvestre. En otros casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de estas
mutaciones (v.g., la mutacion Asn-434) posee una capacidad creciente de union al
receptor Fc relacionado con la clase | MHC (FCRN), en relacién con el dominio Fc

silvestre.

Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusion pueden
disponerse en cualquier manera que sea consistente con la funcionalidad
deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIlb puede ponerse C-terminal a un
dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo puede ponerse C-
terminal a un polipéptido ActRIlb. El dominio del polipéptido ActRIIb y el dominio
heterdlogo no necesitan estar adyacentes en una proteina de fusion, y dominios
adicionales o secuencias de aminoacidos pueden incluirse C- o N-terminal a

cualquiera de los dos dominios, o entre los dominios.

En ciertas modalidades, los polipéptidos ActRIIb de la presente invencion
contienen una o mas modificaciones que son capaces de estabilizar los
polipeptidos ActRlIlb. Por ejemplo, tales modificaciones mejoran la semivida in vitro
de los polipéptidos ActRIlb, mejoran la semivida circulatoria de los polipéptidos
ActRlIlb o reducen la degradacién proteolitica de los polipéptidos ActRlib. Tales
modificaciones estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusién
(incluyendo, por ejemplo, proteinas de fusion que comprenden un polipéptido
ActRIlb y un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glicosilacion
(incluyendo, por ejemplo, adicién de un sitio de glicosilacién a un polipéptido
ActRllb), y modificaciones de fraccion carbohidrato (incluyendo, por ejemplo,
eliminacion de las fracciones carbohidrato de un polipéptido ActRIIb). En el caso
de proteinas de fusion, un polipéptido ActRIlb se fusiona a un dominio
estabilizador tal como una molécula IgG (v.g., un dominio Fc). Tal como se emplea

en esta especificacién, el término "dominio estabilizador" no sélo se refiere a un
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dominio de fusién (v.g., Fc) como en el caso de proteinas de fusion, sino también
incluye nodificaciones no proteinaceas tales como una fracciéon carbohidrato, o

polimero no proteinaceo, tal como polietilen glicol.

En ciertas modalidades, la presente invencién proporciona formas
purificadas y/o aisladas de los polipéptidos ActRIIb, los cuales se aislan, o en otra
forma estan sustancialmente libres, de otras proteinas. Los polipéptidos ActRIIb se

produciran generalmente por expresion de acidos nucleicos recombinantes.

En ciertas modalidades, los polipéptidos ActRllb (no modificados o
modificados) de la invencién pueden producirse por una variedad de técnicas
conocidas en el arte. Por ejemplo, tales polipéptidos ActRllb pueden sintetizarse
usando técnicas de quimica de proteinas estandar tales como las descritas en
Bodansky, M. Principles of Peptide Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) y
Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman and
Company, New York (1992). Ademas, se dispone en el comercio de sintetizadores
de péptidos automatizados (v.g., Advanced ChemTech Model 396;
Milligen/Biosearch 9600). Alternativamente, los polipéptidos ActRIlb, fragmentos o
variantes de los mismos pueden producirse recombinantemente utilizando varios
sistemas de expresién (v.g., E. coli, células de ovario de hamster chino, células
COS, baculovirus) como es bien conocido en el arte (véase también mas
adelante). En una modalidad adicional, los polipéptidos ActRIlb modificados o no
modificados pueden producirse por digestion de polipéptidos ActRIlb de longitud
completa, producidos recombinantemente o de ocurrencia natural, utilizando, por
ejemplo, una proteasa, v.g., tripsina, termolisina, quimiotripsina, pepsina, o enzima
convertidora de aminoacidos basicos pareados (PACE - paired basic amino acid
converting enzyme). Analisis por computador (empleando un software disponible
en el comercio, v.g., MacVector, Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.)
pueden usarse para identificar sitios de escisidon proteolitica. Alternativamente,
tales polipéptidos ActRIlb pueden producirse de polipéptidos ActRIlb de longitud
completa, producidos recombinantemente o de ocurrencia natural, tales como
teécnicas estandar conocidas en el arte, tales como escision quimica (v.g., bromuro
de cianégeno, hidroxilamina).

33

o 4



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

3. Acidos Nucleicos que Codifican Polipéptidos ActRlIIb

En ciertos aspectos, la invencién proporciona acidos nucleicos
recombinantes y/o aislados que codifican cualquiera de los polipéptidos ActRlIIb
(v.g., polipéptidos ActRIlb solubles y de longitud completa), incluyendo
fragmentos, variantes funcionales y proteinas de fusién divulgadas en esta
especificacion. Por ejemplo, SEQ ID NO: 4 codifica el polipéptido precursor
ActRllb humano de ocurrencia natural, mientras que SEQ ID NO: 5 codifica el
dominio extracelular procesado de ActRIllb. Los acidos nucleicos en cuestién
pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Tales &cidos nucleicos pueden ser
moléculas de ADN o ARN. Estos acidos nucleicos pueden utilizarse, por ejemplo,
en metodos para elaborar polipéptidos ActRllb o como agentes terapéuticos

directos (v.g., en un enfoque de terapia génica).

En ciertos aspectos, se entiende ademas que los acidos nucleicos en
cuestion que codifican polipéptidos ActRIIb incluyen acidos nucleicos que son
variantes de SEQ ID NO: 4 o 5. Secuencias nucleotidicas de variantes incluyen
secuencias que difieren en una o mas sustituciones, adiciones o deleciones

nucleotidicas, tales como variantes alélicas.

En ciertas modalidades, la invencién provee secuencias de acidos nucleicos
recombinantes o aislados que son por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%,
99% o 100% idénticas a SEQ ID NOs: 4, 5, o 18. Una persona de habilidad
ordinaria en el arte se percatara de que secuencias de acidos nucleicos
complementarias a SEQ ID NOs: 4, 5, 0 18 y variantes de SEQ ID NOs: 4, 5, 0 18
estan también dentro del ambito de esta invenciéon. En modalidades adicionales,
las secuencias de acidos nucleicos de la invencion pueden aislarse, recombinarse
y/o fusionarse con una secuencia nucleotidica heteréloga, o en una genoteca de
ADN.

En otras modalidades, los acidos nucleicos de la invencién incluyen ademas
secuencias nucleotidicas, y los polipéptidos ActRIIb codificados por tales acidos
nucleicos que se hibridan bajo condiciones de alta rigurosidad a la secuencia
nucleotidica designada en SEQ ID NOs: 4, 5, o 18, la secuencia complementaria
de SEQ ID NOs: 4, 5, 0 18, o fragmentos de cualquiera de los anteriores. Tal como
se discuti6é anteriormente, una persona de habilidad ordinaria en el arte entendera

facilmente que pueden variarse las condiciones de rigurosidad apropiadas que
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promuevan la hibridacion del ADN. Por ejemplo, se puede realizar la hibridacion
con 6.0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a alrededor de 45 °C, seguida por
un lavado de 2.0 x SSC a 50 °C. Por ejemplo, la concentracion salina del paso de
lavado puede seleccionarse desde una baja rigurosidad de alrededor de 2.0 x SSC
a 50 °C a una alta rigurosidad de alrededor de 0.2 x SSC a 50 °C. Adicionalmente,
la temperatura en el paso de lavado puede aumentarse desde condiciones de baja
rigurosidad a temperatura ambiente, alrededor de 22 °C, a condiciones de alta
rigurosidad a alrededor de 65 °C. Tanto la temperatura y la sal pueden variarse, o
la temperatura o la concentracion salina pueden mantenerse constantes mientras
se cambia otra variable. En una modalidad, la invenciéon proporciona acidos
nucleicos que se hibridan bajo condiciones de baja rigurosidad de 6 x SSC a
temperatura ambiente, seguidas por un lavado con 2 x SSC a temperatura

ambiente.

Acidos nucleicos aislados, que difieren de los acidos nucleicos como se
expone en SEQ ID NOs: 4, 5, 0 18 debido a la redundancia en el coédigo genético
se encuentran también dentro del ambito de la invencién. Por ejemplo, numerosos
aminoacidos se designan por mas de un ftriplete. Codones que especifican el
mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son sinénimos de
histidina) pueden resuitar en mutaciones "silenciosas" que no afectan la secuencia
de aminoacidos de la proteina. No obstante, se espera que polimorfismos de la
secuencia de ADN, que no acarrean cambios en las secuencias de aminoacidos
de las proteinas en cuestion, existan entre células de mamifero. Un experto en el
arte se percatara de que estas variaciones en uno o mas nucleédtidos (hasta
alrededor de 3-5% de los nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican una
proteina particular pueden existir entre individuos de una especie dada, debido a
la variacion alélica natural. Cualquiera y todas variaciones nucleotidicas similares

y polimorfismos de aminoacidos resultantes se encuentran dentro del ambito de
esta invencén.

En ciertas modalidades, los acidos nucleicos recombinantes de la invencién
pueden conectarse operacionalmente a una o mas secuencias nucleotidicas
reguladoras en un constructo de expresiéon. Secuencias nucleotidicas reguladoras
seran generalmente apropiadas a la célula hospedadora utilizada para expresion.
Numerosos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras
adecuadas son conocidos en el arte para una variedad de células hospedadoras.

Normalmente, las citadas una o mas secuencias nucleotidicas reguladoras pueden

35

ST



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

incluir, pero no se limitan a, secuencias promotoras, secuencias lideres o
secuencias sefial, sitios de unién ribosémicos, secuencias de inicio y terminacion
transcripcionales, secuencias de inicio y terminacion traduccionales, y secuencias
activadoras o potenciadoras. Promotores inducibles o constitutivos, como se
conocen en el arte, estan contemplados por la invencidn. Los promotores pueden
ser o bien prdmotores de ocurrencia natural, o bien promotores hibridos que
combinan elementos de mas de un promotor. Un constructo de expresion puede
estar presente en una célula o un episoma, tal como un plasmido, o el constructo
de expresion pueden insertarse en un cromosoma. En una modalidad preferida, el
vector de expresién contiene un gen marcador seleccionable para permitir la
seleccion de células hospedadoras transformadas. Genes marcadores
seleccionables son bien conocidos en el arte y variaran con la célula hospedadora
empleada.

En ciertos aspectos de la invencion, el acido nucleico en cuestion se provee
en un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido ActRIlb y operacionalmente enlazada a por lo menos una secuencia
reguladora. Las secuencias reguladoras son reconocidas en el arte y se
seleccionan para dirigir la expresion del polipéptido ActRllb. En consecuencia, el
término secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros
elementos de control de expresion. Secuencias reguladoras ejemplares se
describen en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology,
Academic Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo, cualquiera de una amplia
variedad de secuencias de control de expresion, que controlan la expresién de una
secuencia de ADN cuando se enlaza operacionalmente a ella, puede utilizarse en
estos vectores para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido
ActRlIlb. Tales secuencias de control de expresion utiles, incluyen, por ejemplo, los
promotores temprano y tardio de SV40, el promotor tet, el promotor temprano
inmediato de citomegalovirus o adenovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el
sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresioén se dirige por
ARN polimerasa T7, las principales regiones promotoras y operadoras del
bacteriéfago lambda, las regiones de control para la proteina de cubierta fd, el
promotor para la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los
promotores de fosfatasa acida, v.g., Pho5, los promotores de los factores de
acoplamiento a de levadura ("the yeaSt a-mating factors”), el promotor poliédrico
del sistema baculovirus y otras secuencias conocidas por controlar la expresidon de

genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y varias combinaciones de
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los anteriores. Debe entenderse que el disefio del vector de expresion puede
depender de factores tales como la eleccién de la célula hospedadora que se va a
transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar. Mas aun, el numero de
copias del vector, la capacidad de controlar ese niumero de copias y la expresion
de cualquier otfra proteina codificada por el vector, tal como marcadores

antibiéticos, deben considerarse igualmente.

Un acido nucleico recombinante de la invencién puede producirse ligando el
gen clonado, o una porcién del mismo, en un vector apropiado para expresion en
celulas procariotas, células eucariotas (de levadura, ave, insecto o mamifero), o
ambas. Vehiculos de expresidn para la produccion de un polipéptido ActRIlb
recombinante incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, vectores
adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados de pBR322,
plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos
derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para expresidon en células

procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamifero contienen secuencias
procariotas para facilitar la propagacion del vector en bacterias, y una o mas
unidades de transcripcidén eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los
vectores derivados pcDNAl/amp, pcDNAl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo,
pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de
vectores de expresion de mamifero, apropiados para transfeccion de células
eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos
bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la replicaciéon y la seleccion de
resistencia a los farmacos tanto en células procariotas como eucariotas.
Alternativamente, derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino
(BPV-1), o el virus de Epstein-Barr (pHEBo, derivados de pREP y p205) pueden
usarse para expresion transitoria de proteinas en células eucariotas. Ejemplos de
otros sistemas de expresion virales (incluyendo retrovirales) pueden encontrarse
mas adelante en la descripcién de sistemas de administracioén de terapia génica.
Los diferentes métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y en la
transformacién de organismos hospedadores son bien conocidos en el arte. Para
otros sistemas de expresioén adecuados para células procariotas y eucariotas, asi
como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A
Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring

Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede ser deseable expresar
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los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresién de
baculovirus. Ejemplos .de tales sistemas de expresién de baculovirus incluyen
vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores
derivados de pAcUW (tales como pAcUWH1), y vectores derivados de pBlueBac
(tales como el B-gal que contiene pBlueBac IlI).

En una modalidad preferida, se disefiara un vector para la produccién de
los polipéptidos ActRIlb en cuestiéon en células CHO, tales como un vector Pcmv-
- Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.)
y vectores pCl-neo (Promega, Madison, Wisc.). Como sera evidente, los
constructos de genes en cuestién pueden emplearse para producir la expresion de
los polipéptidos ActRIIb en cuestién en células propagadas en cultivo, v.g., para
producir proteinas, incluyendo proteinas de fusiéon o proteinas de variantes, para

purificacion.

Esta divulgacién concierne igualmente a una célula hospedadora
transfectada con un gen recombinante incluyendo una secuencia codificante (v.g.,
SEQ ID NO: 4, 5, 0 18) para uno o mas de los polipéptidos ActRlib en cuestion. La
célula hospedadora puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por
ejemplo, un polipéptido ActRIlb de la invencion puede expresarse en células
bacterianas tales como E. coli, células de insecto (v.g., usando un sistema de
expresion de baculovirus), células de levadura, o células de mamifero. Otras

células hospedadoras apropiadas son conocidas por los expertos en el arte.

Por consiguiente, la presente invencion corresponde ademas a métodos de

producir los polipéptidos ActRIIb en cuestion. Por ejemplo, una célula
hospedadora transfectada con un vector de expresion que codifica un polipéptido
ActRIIb puede cultivarse bajo condiciones apropiadas para permitir que ocurra la
expresion del polipéptido ActRIlb. El polipéptido ActRIllb puede secretarse y
aislarse de una mezcla de células y medio que contenga el polipéptido ActRIib.
Alternativamente, el polipéptido ActRIIb puede conservarse citoplasmaticamente o
en una fraccion de la membrana y las células pueden cosecharse, desintegrarse
con lisinas y aislarse la proteina. Un cultivo celular incluye células hospedadoras,
medio y otros subproductos. Medios apropiados para cultivo de células son bien
conocidos en el arte. Los polipéptidos ActRIlb en cuestion pueden aislarse del
medio de cultivo celular, células hospedadoras, o ambos, empleando técnicas

conocidas en el arte para purificar proteinas, incluyendo cromatografia de
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intercambio iénico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracién, electroforesis,
purificacion por inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos
particulares de los polipéptidos ActRIIb y purificacién por afinidad con un agente
que se une a un dominio fusionado al polipéptido ActRIIb (v.g., una columna de
proteina A puede usarse para purificar una fusiéon ActRIIb-Fc). En una modalidad
preferida, el polipéptido ActRIIb es una proteina de fusiéon que contiene un dominio
que facilita su purificacion. En una modalidad preferida, la purificacién se obtiene
mediante una serie de pasos de cromatografia de columna, incluyendo, por
ejemplo, tres o mas de las siguientes, en cualquier orden: cromatografia de
proteina A, cromatografia de Q sefarosa, cromatografia de feniisefarosa,
cromatografia por exclusiéon de tamano, y cromatografia de intercambio catiénico.
La purificacién podria completarse con filtracién viral e intercambio de disoluciones
amortiguadoras ("buffer exchange"). Opcionalmente, un esquema de purificacion
implica lo siguiente: una columna de proteina A MabSelect™ (GE Healthcare) con
proteina en una solucién salina amortiguada con Tris (pH 8.0) (TBS), lavada en
TBS (150 mM NaCl, pH 8.0) y TBS (50 mM NaCl, pH 8.0), eluida en 0.1 mM
glicina con pH 3.0; el eluato puede pasarse por una columna de Q sefarosa en
TBS pH 8.0 y eluirse en TBS que contiene en un punto cualquiera entre 200-250,
210-250, 220-250, 210-230, 215-225 o 225-235 mM NaCl; el eluato puede
cambiarse en 1.1 M NH4SQO4, 50 mM Tris pH 8.0 y lavarse en la misma disolucién
amortiguadora, y eluirse en salina amortiguada con fosfato con pH 7.2 0 7.4 en un
punto cualquiera entre desde 200-250, 210-250, 220-250, 210-230, 215-225 o
225-235 mM NH4SO,. El material eluido puede dializarse, someterse a filtracion

viral y utilizarse para formulacién final.

En otra modalidad, un gen de fusién que codifica una secuencia lider de
purificacion, tal como una secuencia del sitio de escision de una poli-
(His)/enterocinasa en el extremo N-terminal de la porcién deseada del polipéptido
ActRIlb recombinante, puede permitir la purificacion de la proteina de fusién
expresada mediante cromatografia de afinidad usando una resina de metal Ni?".
La secuencia lider de purificacion pueden eliminarse posteriormente mediante
tratamiento con enterocinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIb purificado
(v.g., véase Hochuli et al, (1987) J. Chromatography 411:177 y Janknecht et al.,
PNAS USA 88:8972).

Técnicas para elaborar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente,

la union de varios fragmentos de ADN que codifican diferentes secuencias
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polipeptidicas se realiza de acuerdo con técnicas convencionales, empleando
téerminos de extremo romo o escalonado ("blunt-ended or stagger-ended termini”)
para ligamiento, digestion con enzimas de restricciéon para proporcionar términos
apropiados, insercion (“filling-in") de extremos cohesivos, segln sea apropiado,
tratamiento con fosfatasa alcalina para- evitar una unién indeseable, y ligamiento
enzimatico. En otra modalidad, el gen de fusiéon puede sintetizarse por técnicas
convencionales  incluyendo  sintetizadores  automatizados de  ADN.
Alternativamente, la amplificacién por PCR de fragmentos de genes puede

llevarse a cabo usando cebadores de anclaje que dan origen a protuberancias

complementarias  ("complementary overhangs”) entre dos fragmentos

consecutivos de genes, los cuales pueden hibridarse posteriormente para generar
una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in
Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

4. Antagonistas ActRllb de Activina Alternativos

Aunque polipéptidos ActRIlb solubles y, particularmente, fusiones ActRIIb-
Fc, son antagonistas preferidos, se espera que otros tipos de antagonistas ActRIIb
sean utiles, incluyendo anticuerpos anti-ActRIIb, fragmentos complementarios,
ARN de interferencia o acidos nucleicos ribozima que inhiben la produccién de
ActRlib, y otros inhibidores de ActRIIb, particularmente aquellos que alteran la
unién de ActRlIlb.

Un anticuerpo, que es especificamente reactivo con un polipéptido ActRllb
(v.g., un polipéptido ActRIlb soluble) y el cual se une competitivamente a ligando
con el polipéptido ActRIlb o inhibe en otra forma la sefalizacion mediada por
ActRlIlb, puede utilizarse como un antagonista de las actividades del polipéptido
ActRIlb.

Usando y inmundgenos derivados de un polipéptido ActRIlb, antisueros
anti-proteina/anti-péptido o anticuerpos monoclonales pueden elaborarse por
protocolos estandar (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. by
Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Un mamifero, tal como un
raton, un hamster o un conejo puede inmunizarse con una forma inmunogénica
del polipéptido ActRIIb, un fragmento antigénico que es capaz de provocar una
respuesta de anticuerpo, o una proteina de fusidn. Técnicas para conferir

inmunogenicidad a una proteina o péptido incluyen conjugacidén a portadores u
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otras técnicas bien conocidas en el arte. Una porciéon inmunogénica de un
polipéptido ActRIlb puede administrarse en la presencia de un coadyuvante. La
evolucion de la inmunizacion puede monitorearse por deteccién de
concentraciones de anticuerpos en el plasma o el suero. ELISA estandar u otro
inmunoanalisis pueden utilizarse con el inmunégeno como antigeno para evaluar

los niveles de anticuerpos.

Luego de la inmunizacion de un animal con una preparaciéon antigénica de
un polipéptido ActRllb, pueden obtenerse antisueros y, si se desea, pueden
aislarse anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos
monoclonales, las células productoras de anticuerpos (llinfocitos) se pueden
cosechar de un animal inmunizado y fusionar mediante procedimientos estandar
de fusion de células somaticas con células inmortalizadas, tales como células de
mieloma, para obtener células de hibridoma. Tales técnicas son bien conocidas en
el arte, e incluyen, por ejemplo, la técnica del hibridoma (desarrollada
originalmente por Kohler and Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), la técnica del
hibridoma de linfocitos B humanos (Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4:
72), y la técnica del EBV-hibridoma para producir anticuerpos monoclonales
humanos (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc. pp. 77-96). Células de hibridoma pueden detectarse selectivamente por
medio de inmunoquimica para la produccion de anticuerpos especificamente
reactivos con un polipéptido ActRllb y anticuerpos monoclonales aislados de un

cultivo que comprende tales células de hibridoma.

El término "anticuerpo”, tal como se emplea en esta especificacion, tiene
como finalidad incluir anticuerpos enteros, v.g., de cualquier isotipo (IgG, IgA, IgM,
IgE, etc.), e incluye fragmentos o dominios de inmunoglobulinas que son reactivos
con un antigeno seleccionado. Los anticuerpos pueden fragmentarse usando
técnicas convencionales y los fragmentos detectarse selectivamente con respecto
a su utilidad y/o interaccidbn con un epitopo especifico de interés. En
consecuencia, el término incluye segmentos de porciones escindidas
proteoliticamente o preparadas recombinantemente de una molécula de
anticuerpo, que son capaces de reaccionar selectivamente con cierta proteina.
Ejemplos no limitantes de tales fragmentos proteoliticos y/o recombinantes
incluyen Fab, F(ab')2, Fab', Fv, y anticuerpos de cadena Unica (scFv) que
contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido por un conector peptidico. Los scFv's
pueden enlazarse covalente o no covalentemente para formar anticuerpos que
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tienen dos o mas sitios de uniéon. El término anticuerpo incluye asimismo
policlonales, monoclonales, u otras preparaciones purificadas de anticuerpos y
anticuerpos recombinantes. El término "anticuerpo recombinante" significa un
anticuerpo o dominio de unién de antigeno de una inmunoglobulina, expresado de
un acido nucleico que se ha construido utilizando las técnicas de la biologia
molecular, tal como un anticuerpo humanizado o un anticuerpo completamente
humano, desarrollado de un anticuerpo de cadena unica. Anticuerpos de dominio
unico y cadena Unica se incluyen asimismo dentro del término "anticuerpo

recombinante".

En ciertas modalidades, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo
monoclonal y, en ciertas modalidades, Ia invencién pone a disposicion métodos
para generar anticuerpos novedosos. Por ejemplo, un método para generar un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido ActRllb puede
incluir administrar a un ratén una cantidad de una composicién inmunogénica que
comprende el polipéptido antigeno efectivo para estimular una respuesta
inmunitaria detectable, obteniendo células productoras de anticuerpos (v.g.,
células del bazo) del ratén y fusionando las células productoras de anticuerpos
con células de mieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos, y
examinar los hibridomas productores de anticuerpos para identificar un hibridoma
que produce un anticuerpo monocolonal que se une especificamente al antigeno.
Una vez obtenido, un hibridoma puede propagarse en un cultivo de células,
opcionaimente en condiciones de cultivo en las que las células derivadas de
hibridoma producen el anticuerpo monoclonal que se une especificamente al

antigeno. El anticuerpo monoclonal puede purificarse a partir del cultivo de células.

El adjectivo "especificamente reactivo con”, tal como se emplea en
referencia a un anticuerpo, tiene como finalidad significar, como se entiende
generalmente en el arte, que el anticuerpo es suficientemente selectivo entre el
antigeno de interés (v.g., un polipéptido ActRIIb) y otros antigenos que no son de
interés para el cual es util el anticuerpo, como minimo, detectando la presencia del
antigeno de interés en un tipo particular de muestra biolégica. En ciertos métodos
de emplear el anticuerpo, tales como aplicaciones terapéuticas, puede ser
deseable un grado mas alto de especificidad en la union. Generalmente los
anticuerpos monoclonales tienen una mayor tendencia (comparados con los
anticuerpos policlonales) a discriminar efectivamente entre los antigenos

deseados y los polipéptidos de reaccién cruzada. Una caracteristica que influye en
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la especificidad de una interaccion antigeno-anticuerpo es la afinidad del
anticuerpo por el antigeno. Aunque la especificidad deseada puede alcanzarse
con un rango de diferentes afinidades, los anticuerpos generalmente preferidos

tendran una afinidad (una constante de disociacion) de alrededor de 10'6, 107, 10

8 10° M o menos.

Ademas, las técnicas utilizadas para detectar selectivamente anticuerpos,
con el fin de identificar un anticuerpo deseable, pueden influenciar las propiedades
del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si un anticuerpo va a usarse para unir un
antigeno en solucién, puede ser deseable analizar la unién en soluciéon. Se
dispone de una variedad de diferentes técnicas para examinar la interaccion entre
anticuerpos y antigenos para identificar anticuerpos particularmente deseables.
Tales técnicas incluyen ELISAs, analisis de unién con resonancia de plasmén
superficial (v.g., el analisis de unién Biacore™, Biacore AB, Uppsala, Suecia),
analisis sandwich (v.g., el sistema de microesferas paramagnéticas de IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Maryland), inmunotransferencias ("westem

blots"), analisis de inmunoprecipitacion, e inmunohistoquimica.

Ejemplos de categorias de compuestos de acido nucleico que son
antagonistas ActRIIb incluyen acidos nucleicos complementarios, constructos de
ARN de interferencia y constructos de acido nucleico catalitico. Un compuesto de
acido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. Un compuesto bicatenario
puede incluir asimismo regiones de protuberancia ("overhang”) o no-
complementariedad, en donde una o la otra de las hebras es monocatenaria. Un
compuesto monocatenario puede incluir regiones de auto-complementariedad,
significando que el compuesto forma una asi llamada "horquilla” o estructura "tallo-
lazo", con una regién de estructura helicoidal doble. Un compuesto de acido puede
comprender una secuencia nucleotidica que sea complementaria con una regién
conformada por no mas de 1000, no mas de 500, no mas de 250, no mas de 100,
o0 no mas de 50, 35, 25, 22, 20, 18 o 15 nucledtidos de la secuencia de acido
nucleico de ActRIIb de longitud completa o secuencia de acido nucleico o activina
Ba, Bs, Bc 0 Be. La region de complementariedad tendra preferiblemente una
longitud de por lo menos 8 nucleétidos y, opcionalmente, alrededor de 18 a 35
nucledtidos. Una regiéon de complementariedad puede caer dentro de un intrén,
una secuencia codificante 0 una secuencia no codificante del transcrito diana, tal
como la porcion de secuencia codificante. Generalmente, un compuesto de acido

nucleico tendra de alrededor de 8 a alrededor de 500 nucleétidos o pares de
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bases de longitud y, opcionalmente, la longitud sera alrededor de 14 a alrededor
de 50 nucleétidos. Un acido nucleico puede ser un ADN (particularmente para uso
como un ADN complementario), ARN o un hibrido ARN-ADN. Cualquier hebra
puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no
pueden clasificarse faciimente como ADN o ARN. De igual manera, un compuesto
bicatenario puede ser ADN-ADN, ADN-ARN o ARN-ARN, y cualquier hebra puede
incluir ademas una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no
pueden clasificarse faciimente como ADN o ARN. Un compuesto de acido nucleico
puede incluir cualquiera de una variedad de modificaciones, incluyendo una o mas
modificaciones al esqueleto (la porcion azicar-fosfato en un acido nucleico
natural, incluyendo conexiones internucleotidicas) o la porcion de la base (la
porcion purina o pirimidina de un acido nucleico natural). Un compuesto de acido
nucleico complementario tendra preferiblemente una longitud de alrededor de 15 a
alrededor de 30 nucledtidos y, a menudo, contendra una o mas modificaciones
para mejorar las caracteristicas, tales como estabilidad en el suero, en una célula
o en un lugar en el que el compuesto es susceptible de administrarse, tal como el
estdmago, en el caso de compuestos administrados oralmente, y el pulmén, para
compuestos inhalados. En el caso de un constructo ARNi, la hebra
complementaria al transcrito diana serd generalmente ARN o modificaciones del
mismo. La otra hebra puede ser ARN, ADN o cualquier otra variacion. La porcion
doble del constructo ARNi de "horquilla" monocatenario o bicatenario tendra
generalmente una longitud de 18 a 40 nucleétidos de longitud y, opcionalmente,
alrededor de 21 a 23 nucleétidos de longitud, siempre que sirva como un sustrato
Dicer. Acidos nucleicos enzimaticos o cataliticos pueden ser ribozimas o enzimas
de ADN y pueden contener igualmente formas modificadas. Los compuestos de
acido nucleico pueden inhibir la expresion de la diana en alrededor de 50%, 75%,
90% o mas, cuando se contactan con células bajo condiciones fisiolégicas y con
una concentracion en la que un control complementario o codificante tiene poco o
ningun efecto. Concentraciones preferidas para analizar el efecto de compuestos
de acido nucleico son 1, 5 y 10 micromolar. Los compuestos de acido nucleico
pueden analizarse asimismo para detectar efectos, por ejemplo, sobre niveles de
glébulos rojos.

En ciertas modalidades, un antagonista ActRIlb puede ser un polipéptido de
folistatina que antagoniza la bioactividad de la activina y/o se une a activina. El
término "polipéptido de folistatina" incluye polipéptidos que comprenden cualquier
polipeptido de ocurrencia natural de folistatina, asi como cualesquiera variantes
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del mismo (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas)
que conservan una actividad util, e incluye ademas cualquier monémero o
multimero funcional de folistatina. Variantes de polipéptidos de folistatina que
conservan propiedades de unién de activina pueden identificarse basandose en
estudios previos que implican interacciones de folistatina y activina. Por ejemplo,
WO02008/030367 divulga dominios especificos de folistatina ("FSDs") que han
demostrado ser importantes para la uniéon de activina. Como se ilustra mas
adelante en SEQ ID NOs: 9-11, el dominio de folistatina de extremo N-terminal
("FSND" SEQ ID NO: 9), FSD2 (SEQ ID NO: 10) y, en una menor medida, FSD1
(SEQ ID NO: 11) representan dominios ejemplares en la folistatina, importantes
para unién de activina. Adicionalmente, métodos para elaborar y analizar
bibliotecas de polipéptidos se describen anteriormente en el contexto de los
polipéptidos ActRIIb, y tales métodos corresponden también a elaborar y analizar
variantes de folistatina. Los polipéptidos de folistatina incluyen polipéptidos
derivados de la secuencia de cualquier folistatina conocida que tenga una
secuencia por lo menos alrededor de 80% idéntica a la secuencia de un
polipéptido de folistatina y, opcionalmente, por lo menos 85%, 90%, 95%, 97%,
99% o mas de identidad. Ejemplos de polipéptidos de folistatina incluyen el
polipéptido de folistatina madura o isoformas mas cortas u otras variantes del
polipéptido precursor de folistatina humana (SEQ ID NO: 7) como se describe, por
ejemplo, en W02005/025601. |

La isoforma del polipéptido precursor de la folistatina humana FST344 es
como sigue: '
MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTEL

SKEECCSTGRLSTSWIEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC
GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARC
KEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPA
SSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQC
TGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA
ACSSGVLLEVKHGSCNSISEDTEEEEEDEDQDYSFPISSILEW

- (SEQ ID NO: 7; NP037541.1 ISOFORMA DE FOLISTATINA
FST344).

El péptido sefal tiene un subrayado simple; los Cltimos 27 residuos en negrita
representan aminoacidos adicionales, comparados con una isoforma de folistatina
mas corta FST317 (NP006341) a continuacion.
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La isoforma del polipéptido precursor de la folistatina humana FST317 es

como sigue:
MVRARHQPGGLCLLLLLLCQFMEDRSAQAGNCWLRQAKNGRCQVLYKTEL

SKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLFKWMIFNGGAPNCIPCKETCENVDC
GPGKKCRMNKKNKPRCVCAPDCSNITWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARC
KEQPELEVQYQGRCKKTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVTCNRICPEPA
SSEQYLCGNDGVTYSSACHLRKATCLLGRSIGLAYEGKCIKAKSCEDIQC
TGGKKCLWDFKVGRGRCSLCDELCPDSKSDEPVCASDNATYASECAMKEA
ACSSGVLLEVKHSGSCN SEQ ID NO: 8

El péptido sefal tiene un subrayado simple.

La secuencia del dominio de la folistatina de extremo N-terminal (FSND) es

como sigue:
GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDNTLEFKWM
IFNGGAPNCIPCK (SEQ ID NO: 9; FSND)

Las secuencias FSD1 y FSD2 son como sigue:
ETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCV (SEQ ID NO: 10; FSD1)
KTCRDVEFCPGSSTCVVDQTNNAYCVT (SEQ ID NO: 11; FSD2)

En otras modalidades, un antagonista para uso en esta especificacion
puede ser un gen relacionado tipo folistatina (FLRG -~ follistatin-like related
gene) que antagoniza la bioactividad de la activina y/o se une a activina y otros
ligandos con un espectro que asemeja el de ActRlIlb-Fc. El término "polipéptido
FLRG" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de ocurrencia
natural de FLRG, asi como cualesquiera variantes del mismo (incluyendo
mutantes, fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas) que conservan una
actividad util. Variantes de polipéptidos FLRG, que conservan propiedades de
union de activina, pueden identificarse empleando métodos rutinarios para
analizar las interacciones de FLRG vy activina. Véase, por ejemplo, US
6,537,966. Ademas, métodos para elaborar y analizar bibliotecas de polipéptidos
se describen anteriormente en el contexto de los polipéptidos ActRIIb y tales
metodos corresponden igualmente a elaborar y analizar variantes de FLRG. Los

polipéptidos FLRG incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier
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FLRG conocido que tenga una secuencia por lo menos alrededor de 80%
idéntica a la secuencia de un polipéptido FLRG y, opcionalmente, por lo menos
85%, 90%, 95%, 97%, 99% o mas de identidad.

El polipéptido precursor FLRG humano es como sigue:
MRPGAPGPLWPLPWGALAWAVGFVSSMGSGNPAPGGVCWLOQGQEATCSL

VLQTDVTRAECCASGNIDTAWSNLTHPGNKINLLGFLGLVHCLPCKDSCD
GVECGPGKACRMLGGRPRCECAPDCSGLPARLQVCGSDGATYRDECELRA
ARCRGHPDLSVMYRGRCRKSCEHVVCPRPQSCVVDQTGSAHCVVCRAAPC
VPSSPGQELCGNNNVTYISSCHMRQATCFLGRSIGVRHAGSCAGTPEEPP

GGESAEEEENFV (SEQ ID NO: 12; NP_005851)
El péptido sefal tiene un subrayado simple.

En ciertas modalidades, variantes funcionales o formas modificadas
de los polipéptidos de folistatina y los polipéptidos FLRG incluyen una
proteina de fusién que tiene por lo menos una porcion de los polipéptidos
de folistatina o polipéptidos FLRG y uno o mas dominios de fusién, tales
como, por ejemplo, dominios que facilitan el aislamiento, la deteccién, la
estabilizacion o la multimerizacion del polipéptido. Dominios dé fusiéon
apropiados se discuten en detalle anteriormente con referencia a los
polipéptidos ActRIIb. En una modalidad, un antagonista es una proteina
de fusion que comprende una porcién de unidon de activina de un
polipeptido de folistatina, fusionada a un dominio Fc. En otra modalidad,
un antagonista es una proteina de fusién que comprende una porcién de
unién de activina de un polipéptido FLRG, fusionada a un dominio Fc. Se
ha demostrado en la literatura, y por los solicitantes con respecto a FLRG,
que la folistatina y el FLRG tienen afinidades por la activina A en el rango
picomolar, indicando que estos agentes inhibiran la sefalizacion de
activina A en un grado similar a ActRIlb-Fc.

5. Anadlisis de Deteccién Selectiva ("Screening”)

En ciertos aspectos, la presente invencion se refiere al uso de polipéptidos
ActRIlb (v.g., polipéptidos ActRIlb solubles) y activina u otros ligandos ActRIlb
para identificar compuestos (agentes), que son agonistas o antagonistas de la via
de senalizacién ActRllb. Compuestos identificados mediante esta deteccion
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selectiva pueden analizarse para evaluar su capacidad de modular el crecimiento
6seo o0 la mineralizacion o estimular el crecimiento muscular in vitro.
Opcionalmente, estos compuestos pueden analizarse posteriormente en modelos

con animales para evaluar su capacidad de modular el crecimiento tisular in vivo.

Existen numerosas metodologias para detectar selectivamente agentes
terapéuticos para modular el crecimiento tisular direccionando polipéptidos
ActRIlb. En ciertas modalidavdes, una deteccién selectiva de alto rendimiento de
compuestos puede llevarse a cabo para identificar agentes que perturban los
efectos mediados por ActRIlb sobre el hueso o el musculo. En ciertas
modalidades, el analisis se lleva a cabo para detectar selectivamente e identificar
compuestos que especificamene inhiben o reducen la union de un polipéptido
ActRlIlb a activina u otro ligando. Alternativamente, el analisis puede usarse para
identificar compuestos que mejoran la unién de un polipéptido ActRIlb a activina u
otro ligando. En una modalidad adicional, los compuestos pueden identificarse por

su capacidad de interactuar con un polipéptido ActRllb.

Una variedad de formatos de andlisis sera suficiente y, a la luz de la
presente divulgacion, aquellos no expresamente descritos en esta especificacion
seran no obstante comprendidos por una persona de habilidad ordinaria en el arte.
Como se describe en esta especificacion, los compuestos de prueba (agentes) de
la invencién pueden crearse mediante cualquier método quimico combinatorio.
Alternativamente, los compuestos en cuestiéon pueden ser biomoléculas de
ocurrencia natural, sintetizadas in vivo o in vitro. Compuestos (agentes) a
analizarse con respecto a su capacidad de actuar como moduladores de
crecimiento tisular pueden producirse, por ejemplo, por bacterias, levadura,
plantas u otros organismos (v.g., productos naturales), producirse quimicamente
(v.g., moléculas pequefias, incluyendo peptidomiméticos), o producirse
recombinantemente. Compuestos de prueba contemplados por la presente
invencion incluyen moléculas organicas distintas de peptidilo, péptidos,
polipéptidos, peptidomiméticos, azlcares, hormonas y moléculas de acido
nucleico. En una modalidad especifica, el agente de prueba es una molécula
organica pequefia que tiene un peso molecular de menos de alrededor de 2.000
daltons.

Los compuestos de prueba de la invenciéon pueden proveerse como

entidades discretas, unicas, o proveerse en bibliotecas de mayor complejidad,
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tales como las elaboradas por quimica combinatoria. Estas bibliotecas pueden
incluir, por ejemplo, alcoholes, haluros alquilicos, aminas, amidas, ésteres,
aldehidos, éteres y otras clases de compuestos organicos. La presentacion de los
compuestos de prueba al sistema de prueba puede ser en forma aislada o como
mezclas de compuestos, especialmente en los pasos iniciales de la deteccién
selectiva. Opcionalmente, los compuestos pueden derivarse con otros compuestos
y tener grupos derivatizantes que faciliten el aislamiento de los compuestos.
Ejemplos no limitantes de grupos derivatizantes incluyen biotina, fluoresceina,
digoxigenina, proteina fluorescente verde, isétopos, polihistidina, microesferas
magnéticas, glutation S transferasa (GST), agentes reticulantes fotoactivables

("photoactivable crosslinkers"”) o cualesquiera combinaciones de los anteriores.

En muchos programas de deteccién selectiva de medicamentos que
analizan bibliotecas de compuestos y extractos naturales, son deseables analisis
de alto rendimiento, con el fin de maximizar el numero de compuestos explorados
en un periodo dado de tiempo. Analisis que se realizan en sistemas libres de
células, tal como pueden derivarse con proteinas purificadas o semi-purificadas,
se prefieren a menudo como detecciones selectivas "primarias”, porque pueden
generarse para permitir un desarrollo rapido y una deteccion relativamente facil de
una alteracion en una diana molecular, que es mediada por un compuesto de
prueba. Mas aun, los efectos de la toxicidad celular o biodisponibilidad del
compuesto de prueba pueden ignorarse generalmente en el sistema in vitro,
enfocandose el analisis en su lugar principalmente en el efecto del medicamento
sobre la diana molecular, como puede manifestarse en una alteracién de la

afinidad de unién entre un polipéptido ActRIIb y activina.

Solamente para ilustrar, en un analisis ejemplar de deteccién selectiva de la
presente invencion, el compuesto de interés se contacta con un polipéptido
ActRIIb aislado y purificado, el cual es de ordinario capaz de unirse a activina. A la
mezcla del compuesto y el polipéptido ActRIlb se agrega entonces una
composicion que contiene un ligando ActRllb. La deteccidén y cuantificacion de
complejos ActRlilb/activina proporciona un medio para determinar la eficacia del
compuesto en inhibir (o potenciar) la formacién del complejo entre el polipéptido
ActRIIb y activina. La eficacia del compuesto puede evaluarse generando curvas
de respuesta a la dosis a partir de los datos obtenidos, usando varias
concentraciones del compuesto de prueba. Mas aun, un analisis de control puede

realizarse igualmente para proporcionar valores de referencia para comparacion.
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Por ejemplo, en un analisis de control, activina aislada y purificada se agrega a
una composicién que contiene el polipéptido ActRIlb, y se cuantifica la formacién
del complejo ActRlIb/activina en la ausencia del compuesto de prueba. Se
entendera que, en general, el orden en el cual pueden mezclarse los reactivos
puede variar, y pueden mezclarse simultdneamente. Mas adn, en lugar de
proteinas purificadas, pueden utilizarse extractos y lisados celulares para producir

un sistema apropiado de analisis libre de células.

La formacidén del complejo entre el polipéptido ActRIlib y activina puede
detectarse mediante una variedad de técnicas. Por ejemplo, la modulacién de la
formacion de complejos puede cuantificarse usando proteinas detectablemente
marcadas, tales como polipéptido ActRllb o activina radiomarcados (v.g., 32p g,
'4C 0 °H), fluorescentemente marcados (v.g., FITC), o enzimaticamente marcados,

mediante inmunoanalisis, 0 mediante deteccion cromatografica.

En ciertas modalidades, la presente invencion contempla el uso de analisis
de polarizacién de fluorescencia y analisis de transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET - fluorescence resonance energy transfer) en
medir, directa o indirectamente, el grado de interaccién entre un polipéptido
ActRIIb y su proteina de unién. Ademas, otros modos de deteccion, tales como los
basados en guiaondas épticos (Publicacion PCT WO 96/26432 y Patente de los
Estados Unidos No. 5,677,196), resonancia de plasmoén superficial (SPR - surface
plasmon resonance), sensores de carga superficial y sensores de fuerza

superficial, son compatibles con muchas modalidades de la invencién.

Mas aun, la presente invenciéon contempla el uso de ‘un analisis de
deteccion de interaccion ("interaction trap assay”), también conocido como el
"ensayo de doble hibrido," para identificar agentes que alteran o potencian la
interaccion entre un polipéptido ActRIIb y su proteina de unién. Véase por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos No. 5,283,317; Zervos et al. (1993) Cell 72:223-
232; Madura et al. (1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel et al. (1993)
Biotechniques 14:920-924; y Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696). En
una modalidad especifica, la presente invencién contempla el uso de dos sistemas
hibridos inversos para identificar compuestos (v.g., moléculas pequefias o
peptidos) que disocian interacciones entre un polipéptido ActRllb y su proteina de
union. Véase, por ejemplo, Vidal and Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29:
Vidal and Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; y Patentes de los Estados
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Unidos Nos. 5,525,490; 5,955,280; y 5,965,368.

En ciertas modalidades, los compuestos en cuestion se identifican por su
capacidad de interactuar con un polipétido ActRIIb o activina de la invencion. La
interaccion entre el compuesto y el polipétido ActRllb o activina puede ser
covalente o no covalente. Por ejemplo, tal interaccion puede identificarse a nivel
de la proteina empleando métodos bioquimicos in vitro, incluyendo foto-
reticulacién, union de ligando radiomarcado, y cromatografia de afinidad (Jakoby
WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos
pueden detectarse selectivamente en un analisis basado en un mecanismo, tal
como un analisis para detectar compuestos que se unen a una activina o0 un
polipéptido ActRlIb. Esto puede incluir un acontecimiento de unién de fase sélida o
base fluida. Alternativamente, el gen que codifica una activina o un polipéptido
ActRIlb puede transfectarse con un sistema reportero (v.g., B-galactosidasa,
luciferasa, o proteina fluorescente verde) en una célula y detectarse
selectivamente contra la biblioteca, preferiblemente mediante una deteccién
selectiva de alto rendimiento, o con miembros individuales de la biblioteca. Pueden
emplearse otros analisis de union basados en mecanismo, por ejemplo, analisis de
unién que detectan variaciones en energia libre. Analisis de unién pueden llevarse
a cabo con la diana fijada a un pocillo, microesfera o chip, o capturarse por un
anticuerpo inmovilizado o resolverse por electroforesis capilar. Los compuestos
unidos pueden detectarse usualmente utilizando calorimetria o fluorescencia o

resonancia de plasmén superficial.

En ciertos aspectos, la presente invencion provee métodos y agentes para
modular (estimular o inhibir) la formaciéon de hueso y aumentar la masa 6sea. Por
consiguiente, cualquier compuesto identificado puede examinarse en células
enteras o tejidos, in vitro o in vivo, para confirmar su capacidad de modular el
crecimiento 6seo o cartilaginoso. Para este propésito pueden utilizarse varios

métodos conocidos en el arte.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRIlb o activina 0 compuestos
de prueba sobre el crecimiento del hueso o cartilago puede determinarse midiendo
la induccion de Msx2 o la diferenciacion de células osteoprogenitoras en

osteoblastos en andlisis basados en células (véase, v.g., Daluiski et al, Nat Genet.

2001, 27(1):84-8; Hino et al, Front Biosci. 2004, 9:1520-9). Otro ejemplo de

analisis basados en células incluye analizar la actividad osteogénica de los
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polipéptidos ActRIIb o activina en cuestiéon y los compuestos de prueba en células
osteoblasticas y progenitores mesenquimatosas. Para ilustracién, adenovirus
recombinantes que expresan una activina o polipéptido ActRilb pueden construirse
para infectar células C3H10T1/2 progenitoras mesenquimatosas pluripotenciales,
células C2C12 preosteoblasticas y células TE-85 osteoblasticas. A continuacion se
determina la actividad osteogénica midiendo la induccion de fosfatasa alcalina,
osteocalcina y mineralizacién de la matriz (véase, v.g., Cheng et al., J bone Joint
Surg Am. 2003, 85-A (8): 1544-52).

De igual manera la presente invencion contempla analisis in vivo para medir
el crecimiento del hueso o cartilago. Por ejemplo, Namkung-Matthai et al., Bone,
28:80-86 (2001) divulgan un modelo osteoporético con ratas, en el cual se estudia
la reparacién del hueso durante el primer periodo después de la fractura. Kubo et
al., Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 68:197-202 (1999) divulgan
asimismo un modelo osteoporético con ratas en el cual se estudia el periodo
posterior después de la fractura. Andersson et al., J. Endocrinol. 170:529-537
describen un modelo de osteoporosis con ratones, en el cual se les extirp6
quirargicamente el ovario a los ratones hembra, lo cual hace que los ratones
hembra pierdan un contenido mineral 6seo sustancial y densidad mineral 6sea,
perdiendo el hueso trabecular mas o menos el 50% de la densidad mineral ésea.
La densidad 6sea podia incrementarse en los ratones hembra, a las que se extirpd
quirargicamente el ovario, mediante la administracion de factores tales como
hormona paratiroidea. En ciertos aspectos, la presente invencién hace uso de
analisis de cicatrizacion de fracturas que son conocidos en el arte. Estos analisis
incluyen técnica de fracturas, analisis histolégicos y analisis biomecéanicos, los
cuales se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No.
6,521,750, la cual se incorpora por referencia en su totalidad por su divulgacién de
protocolos experimentales para producir, asi como mediar, la extensién de
fracturas, y el proceso de reparacion.

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona métodos y agentes
para estimular el crecimiento muscular y aumentar la masa muscular, por ejemplo,
antagonizando las funciones de un polipéptido ActRIlb y/o un ligando ActRIlb. Por
consiguiente, cualquier compuesto identificado puede examinarse en células
enteras o tejidos, in vifro o in vivo, para confirmar su capacidad de modular el
crecimiento muscular. Para este propésito pueden utilizarse varios métodos

conocidos en el arte. Por ejemplo, métodos de la invencion se llevan a cabo de
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manera que la transduccion de sefales por una proteina ActRllb activada por
union a un ligando ActRllb (v.g., GDF8) se haya reducido o inhibido. Se
reconocera que el crecimiento de tejido muscular en el organismo resuitaria en
una masa muscular aumentada en el organismo, comparada con la masa
muscular de un organismo correspondiente (o poblacién de organismos) en el cual
la transduccion de sefales por una proteina ActRllb no hubiera sido afectada en

esa forma.

Por ejemplo, el efecto de los polipéptidos ActRllb o compuestos de prueba
sobre el crecimiento/proliferacion de las células musculares puede determinarse
midiendo la expresion génica de Pax-3 y Myf-5, los cuales se asocian con la
proliferacién de células miogénicas, y la expresion génica de MyoD que se asocia
con la diferenciacion muscular (v.g., Amthor et al., Dev Biol. 2002, 251:241-57). Se
sabe que GDF8 regula por disminucién la expresién génica de Pax-3 y Myf-5, e
impide la expresion génica de MyoD. Se espera que los polipéptidos ActRIIb o los
compuestos de prueba antagonicen esta actividad de GDF8. Otro ejemplo de
analisis basados en células incluye medir la proliferacién de mioblastos tales como
los mioblastos C(2)C(12) en la presencia de los polipéptidos ActRIlb o los
compuestos de prueba (v.g., Thomas et al., J Biol Chem. 2000, 275:40235-43).

La presente invencion contempla igualmente analisis in vivo para medir la
masa y la fuerza muscular. Por ejemplo, Whittemore et al. (Biochem Biophys Res
Commun. 2003, 300:965-71) divulgan un método de medir la masa musculo-
esquelética aumentada y la fuerza de agarre incrementada en ratones.
Opcionalmente, este método puede utilizarse para deteminar los efectos
terapéuticos de los compuestos de prueba (v.g., polipéptidos ActRIlb) sobre las
enfermedades o afecciones musculares, por ejemplo, aguellas enfermedades en

las cuales la masa muscular se limita.

Se entiende que los analisis de deteccion selectiva de la presente invencion
se aplican no sélo a los polipéptidos ActRIlb en cuestién y a variantes de los
polipéptidos ActRIIb, sino también a cualesquiera compuestos de prueba,
incluyendo agonistas y kantagonistas de los polipéptidos ActRIlb. Ademas, estos
analisis de deteccién selectiva son utiles para fines de verificacion especifica y
control de calidad de medicamentos.

53

4



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

6. Usos Terapéuticos Ejemplares

En ciertas modalidades, antagonistas ActRIlb (v.g., polipéptidos ActRIIb) de
la presente invencion pueden emplearse para estimular el crecimiento anabélico
0seo, tratar un tumor 6seo osteolitico, y/o tratar o prevenir una enfermedad o
afeccion que se beneficiaria del crecimiento muscular. En ciertas modalidades,
antagonistas ActRIlb y, particularmente, constructos ActRIlb-Fc, pueden usarse
para tratar o prevenir la pérdida 6sea relacionada con el cancer. En ciertas
modalidades, la presente invenciéon provee métodos de tratar y prevenir el dafio
0seo en un individo necesitado de tratamiento, administrando al individuo una
cantidad terapéuticametne efectiva de un antagonista ActRllb, particularmente un
polipéptido ActRIIb. En ciertas modalidades, la presente invencion proporciona
métodos de promover el crecimiento éseo o mineralizacion en un individuo
necesitado de ello, administrando al individuo una cantidad terapéuticamente
efectiva de un antagonista ActRIlb, particularmente un polipéptido ActRllb. Estos
metodos se orientan preferiblemente a tratamientos terapéuticos o profilacticos de
animales y, mas preferiblemente, humanos. En ciertas modalidades, la divulgacion
posibilita el uso de antagonistas ActRIlb (particularmente polipéptidos ActRIlb
solubles y anticuerpos neutralizadores dirigidos a ActRIIb) para el tratamiento de

trastornos asociados con una baja densidad 6sea o resistencia 6ésea disminuida.

Tal como se emplea en esta especificacion, un medicamento que "previene"
un trastorno o afeccién se refiere a un compuesto que, en una muestra estadistica,
reduce la ocurrencia del trastorno o afeccién en la muestra tratada en relacién con
una muestra de control no tratada, o retrasa la aparicién o reduce la gravedad de
uno o mas sintomas del trastorno o afeccion en relacién con una muestra de
control no tratada. El término "tratar", tal como se emplea en esta especificacion
incluye profilaxis de la afeccibn mencionada o mejora o eliminacion de la
enfermedad una vez se ha establecido. En cualquier caso, la prevencion o
tratamiento pueden discernirse en el diagnéstico entregado por un médico vy el
resultado deseado de la administracion del agente terapéutico.

La divulgacion ofrece métodos de inducir la formacion de hueso y/o
cartilago, prevenir la pérdida 6sea, incrementar la mineralizacion 6sea o impedir la
desmineralizacién del hueso. Por ejemplo, los antagonistas ActRllb en cuestion
tienen aplicaciéon en tratar osteoporosis y la cicatrizaciéon de fracturas de los

huesos y defectos de los cartilagos en humanos y otros animales. Los polipéptidos
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ActRIIb pueden ser (tiles en pacientes a quienes se les diagnostica una densidad
6sea baja subclinica, como una medida de proteccién contra el desarrollo de

osteoporosis.

En una modalidad especifica, métodos y composiciones de la presente
invencion pueden encontrar utilidad médica en la cicatrizacién de fracturas de los
huesos y defectos de cartilagos en humanos y otros animales. Asimismo, los
meétodos y composiciones en cuestion pueden tener uso profilactico en reduccion
de fracturas tanto cerradas como abiertas, e igualmente en la fijacién mejorada de
articulaciones artificiales. La formacion 6sea de novo, inducida por un agente
osteogénico, contribuye a la reparacion de defectos craneofaciales congénitos,
inducidos por trauma, o inducidos por reseccién oncolégica, y es util ademas en
cirugia plastica cosmética. En ciertos casos, los antagonistas ActRIlb en cuestion
pueden proporcionar un entorno para atraer células formadoras de hueso,
estimular el crecimiento de céiulas formadoras de hueso o inducir la diferenciacion
de progenitores de células formadoras de hueso. Los antagonistas ActRllb de la

invencion pueden ser también (tiles en el tratamiento de osteoporosis.

Métodos y composiciones de la invencidon pueden aplicarse a
enfermedades caracterizadas por, o causantes de, pérdida 6sea, tales como
osteoporosis  (incluyendo  osteoporosis secundaria), hiperparatiroidismo,
enfermedad de Cushing, enfermedad de Paget, tirotoxicosis, estado diarreico

cronico hipoabsorcion, nefropatia, acidosis tubular renal, o anorexia nerviosa.

La osteoporosis ser causada por, o asociarse con, varios factores. Ser
mujer, particularmente una mujer posmenopausica, tener un bajo peso corporal y
llevar un estilo de vida sedentario son todos factores de riesgo para la
osteoporosis (pérdida de la densidad mineral 6sea, que acarrea riesgo de
fractura). Las personas que presentan cualquiera de los siguientes perfiles pueden
~ ser candidatos para tratamiento con un antagonista ActRIlb: una mujer
posmenopausica y que no toma estrégeno u otra terapia de reemplazo hormonal;
un individuo con una historia personal o maternal de fractura de cadera o que
fuma; una rhujer posmenopausica que sea alta (mas de cinco pies y 7 pulgadas) o
flaca (menos de 125 libras); un hombre con enfermedades clinicas asociadas con
pérdida 6sea; una persona que usa medicamentos que son cohocidos por causar
pérdida 6sea, incluyendo corticosteroides rales como Prednisone™, varias
medicinas anticonvulsivas tales como Dilantin™ vy ciertos barbituratos, o
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medicamentos de reemplazo tiroideo en dosis altas; una persona con enfermedad
hepatica o un historial familiar de osteoporosis; una persona que tiene un elevado
recambio 6seo (v.g., colageno excesivo en muestras de orina); una persona con
una enfermedad tiroidea, tal como hipertiroidismo; una persona que ha sufrido una
fractura después de solamente un trauma moderado; una persona que tiene

evidencia por rayos x de fractura vertebral u otros signos de osteoporosis.

Como se anotd anteriormente, la osteoporosis puede resultar asimismo
como una enfermedad asociada con otro trastorno o del uso de ciertos
medicamentos. La osteoporosis resultante de farmacos u otra afeccion clinica se
conoce como osteoporosis secundaria. En una enfermedad conocida como
enfermedad de Cushing, la cantidad en exceso de cortisol producido por el cuerpo
se traduce en osteoporosis y fracturas. Los medicamentos mas comunes

asociados con osteoporosis secundaria son los corticosteroides, una clase de

farmacos que actiian como el cortisol, una hormona producida naturalmente por '

las glandulas suprarrenales. Aunque niveles adecuados de hormonas tiroideas
(las cuales son producidas por la glandula tiroides) se necesitan para el desarrollo
del esqueleto, la hormona tiroidea en exceso puede disminuir la masa ésea con el
transcurso del tiempo. Otras medicinas que pueden causar osteoporosis
secundaria incluyen fentoina (dilantina) y barbituratos que se utilizan para prevenir
convulsiones; metotrexato (Rheumatrex, Immunex, Folex PFS), un farmaco para
algunas formas de artritis, cancer y trastornos inmunitarios; ciclosporina
(Sandimmune, Neoral), un medicamento utilizado para tratar algunas
enfermedades autoinmunitarias y para suprimir el sistema inmunitario en pacientes
con transplante de 6rganos; agonistas de la luliberina (Lupron, Zoladex), usado
para tratar cancer de préstata y endometriosis; heparina (Calciparine, Liquaemin),
un medicamento anticogulante; y colestiramina (Questran) y colestipol (Colestid),
empleados para tratar colesterol alto.

La pérdida Osea resultante de la terapia del cancer es ampliamente
reconocida y se denomina pérdida 6sea inducida por terapia del cancer (CTIBL -
cancer therapy induced bone loss). Las metastasis éseas pueden crear cavidades

en el hueso que pueden corregirse por el tratamiento con antagonistas ActRIIb.
En una modalidad preferida, antagonistas ActRIlb, particularmente un

ActRlIlb soluble, divulgados en esta especificacion, pueden usarse con pacientes
con cancer. Como se demuestra en esta especificacion, una proteina de fusion
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ActRIIb-Fc es capaz de promover el crecimiento 6seo anabdlico en pacientes
humanos. Se ha demostrado que agentes 6seos anabdlicos son Utiles para tratar
mieloma multiple (véase v.g., Yaccoby et al., Blood, 109(5):2106-11 (2007);
Oyajobi et al,, Br J Haematol. 139(3):434-8 (2007); Fulciniti et al, Blood, 114(2):
371-9 (2009); Stewart ef al. Journal of Cellular Biochemistry 98:1-13 (2006)). En

consecuencia, se cree que los antagonistas ActRIlb de activina descritos en esta“

especificacion son utiles para tratar mieloma multiple y otros tumores 6seos.
Pacientes con ciertos tumores (v.g. préstata, mama, mieloma mudiltiple o cualquier
tumor que cause hiperparatiroidismo) estan en alto riesgo de pérdida 6ésea debida
a perdida 6sea inducida por el tumor, asi como metastasis 6seas y agentes
terapéuticos. Tales pacientes pueden tratarse con antagonistas ActRIIb incluso en
la ausencia de evidencia de pérdida 6sea o metastasis 6seas. Los pacientes
pueden monitorearse asimismo para detectar evidencia de pérdida 6sea o
metastasis 6seas, y pueden tratarse con antagonistas ActRIlb en el caso de que
indicadores sugieran un riesgo creciente. Generalmente, gammagrafias DEXA se
emplean para evaluar cambios en la densidad ésea, si bien pueden emplearse
indicadores de remodelacién 6sea para evaluar la probabilidad de metastasis
6seas. Pueden monitorearse marcadores séricos. La fosfatasa alcalina especifica
del hueso (BSAP - bone specific alkaline phosphatase) es una enzima que esta
presente en osteoblastos. Las concentraciones de BSAP en la sangre estan
incrementadas en pacientes con metastasis 6sea y otras enfermedades que
resultan en una remodelaciéon ésea cada vez mayor. Los péptidos de osteocalcina
y procolageno se asocian también con formacion ésea y metastasis Oseas.
Incrementos en BSAP se han detectado en pacientes con metastasis 6seas
causadas por cancer de préstata y, en una menor extension, en metastasis éseas
de cancer de mama. Las concentraciones de la proteina-7 morfogenética ¢sea
(BMP-7 - Bone Morphogenetic Protein-7) son altos en cancer de prostata que ha
hecho metastasis al hueso, pero no en metastasis 6seas debidas a cancer de
vejiga, piel, higado, o pulmén. El telopéptido carboxi-terminal tipo | (ICTP - type /
carboxy-terminal telopeptide) es un enlace cruzado hallado en colageno que se
forma durante la resorcion de hueso. Puesto que el hueso se descompone y

reforma constantemente, el ICTP se encontrara en todo el cuerpo. No obstante, en

el sitio de metastasis 6sea, la concentracion sera significativamente mayor que en

un area de hueso normal. ElI ICTP ha sido hallado en altas concentraciones en
metastasis 6seas debidas a cancer de prostata, pulmén y mama. Otro enlace
cruzado de colageno, el telopéptido N-terminal tipo | (NTx), se produce junto con el

ICTP durante el recambio 6seo. La cantidad de NTx se incrementa en las
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metastasis 6seas causadas por muchos diferentes tipos de cancer incluyendo
cancer de pulmoén, préstata y mama. Asimismo, las concentraciones de NTx
aumentan con la evolucion de las metastasis 6seas. En consecuencia, este
marcador puede utilizarse tanto para detectar metastasis asi como para medir la
extension de la enfermedad. Otros marcadores de resorcidn incluyen piridinolina y
deoxipiridinolina. Cualquier aumento en los marcadoros de resorcidbn o
marcadores de metastasis 6seas indican la necesidad de terapia con antagonistas

ActRllb en un paciente.

Debido a que ActRllb-Fc tiene un claro efecto sobre los marcadores de la
actividad de los osteoblastos (v.g., concentraciones de BSAP), las moléculas
ActRIIb-Fc pueden ser particularmente utiles en escenarios de pérdida dsea
relacionada con céancer, en los que la enfermedad 6sea es de indole osteolitica,
mas que de indole osteoblastica. Esto es normalmente cierto de mieloma multiple
y metastasis 6seas provenientes de una variedad de tumores. Sin embargo, las
metastasis 6seas de cancer de préstata en particular tienen una tendencia a ser
de indole osteoblastica, y proteinas de fusién ActRIlb-Fc pueden no ser benéficas

en este escenario.

Los antagonistas ActRllb pueden administrarse conjuntamente con otros
agentes farmacéuticos. La administracion conjunta puede llevarse a cabo
mediante administracion de una co-formulaciéon Gnica, mediante administracion
simultanea o mediante administraciéon en tiempos separados. Los antagonistas
ActRIIb pueden ser particularmente ventajosos si se administran con otros agentes
de actividad 6sea. Un paciente puede beneficiarse de recibir conjuntamente un
antagonista ActRlIlb y tomar suplementos de calcio, vitamina D, ejercicio apropiado
y/o, en algunos casos, otra medicina. Ejemplos de otras medicinas incluyen
bisfosfonatos (alendronato, ibandronato y risedronato), calcitonina, estrégenos,
hormona paratiroidea y raloxifeno. Los bisfosfonatos (alendronato, ibandronato y
risedronato), calcitonina, estrégenos y raloxifeno afectan el ciclo de remodelacion
0sea y se clasifican como mediamentos anti-resorbentes. La remodelacion ésea
consta de dos etapas distintas: resorcion 6sea y formacion osea. Los
medicamentos anti-resorbentes desaceleran o detienen la porcion resorbente ésea
del ciclo de remodelacién 6sea pero no desaceleran la porcion formadora de
hueso del ciclo. Como resultado, la nueva formacién contintia con un indice mayor
que la resorcion dsea, y la densidad 6sea puede aumentar con el tiempo. La

teriparatida, una forma de hormona paratiroidea, incrementa el indice de formacioén
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6sea en el ciclo de remodelacion del hueso. El alendronato esta aprobado tanto
para la prevencién (5 mg por dia 0 35 mg una vez a la semana) como tratamiento
(10 mg por dia 0 70 mg una vez a la semana) de la osteoporosis posmenopausica.
El alendronato disminuye la pérdida 6sea, aumenta la densidad 6sea y reduce el
riesgo de fracturas de columna, mufieca y cadera. El alendronato esta también
aprobado para el tratamiento de osteoporosis inducida por glucocorticoides en
hombres y mujeres, como resultado del uso a largo plazo de estas medicinas (es
decir, prednisona y cortisona) y para el tratamiento de osteoporosis en hombres.
El alendronato mas vitamina D esta aprobado para el tratamiento de osteoporosis
en mujeres posmenopausicas (70 mg una vez a la semana mas vitamina D), y
para el tratamiento para mejorar la masa 6sea en hombres con osteoporosis. El
ibandronato esta aprobado para la prevencion y tratamiento de osteoporosis
posmenopausica. Tomado como una pildora una vez al mes (150 mg), el
ibandronato debe tomarse el mismo dia cada mes. El ibandronato reduce la
pérdida 6sea, incrementa la densidad ésea y disminuye el riesgo de fracturas de
columna. El risedronato esta aprobado para la prevencién y tratamiento de
osteoporosis posmenopdusica. Tomado diariamente (dosis de 5 mg) o
semanalmente (dosis de 35 mg o dosis de 35 mg con calcio), el risedronato
desacelera la pérdida ésea, aumenta la densidad ésea y reduce el riesgo de
fracturas de la columna y fracturas distintas de la columna. El risedronato esta
igualmente aprobado para uso por hombres y mujeres para prevenir y/o tratar
osteoporosis inducida por glucocorticoides, que resulta del uso a largo plazo de
estos medicamentos (es decir, prednisona o cortisona). La calcitonina es una

hormona de ocurrencia natural involucrada en la regulacion del calcio y el

metabolismo 6seo. En mujeres que estdn mas de 5 afios mas allda de la

menopausia, la calcitonina retrasa la pérdida ésea, aumenta la densidad 6sea de
la columna y puede aliviar el dolor asociado con fracturas éseas. La calcitonina
reduce el riesgo de fracturas de la columna. La calcitonina se encuentra disponible
como inyeccion (50-100 U diariamente) o atomizador nasal (200 IU diariamente).
La terapia con estrégenos (ET - estrogen therapy)/hormonas (HT — hormone
therapy) esta aprobada para la prevencion de osteoporosis. Se ha demostrado
que la ET reduce la pérdida 6sea, incrementa la densidad 6sea tanto en la
columna como la cadera y disminuye el riesgo de fracturas de la columna y la
cadera en mujeres posmenopausicas. La ET se administra muy cominmente en la
forma de una pildora o parche cutaneo que libera una dosis baja de
aproximadamente 0.3 mg diariamente o una dosis estandar de aproximadamente

0.625 mg diariamente y es efectiva incluso cuando se inicia después de la edad de
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los 70 afios. Cuando el estrégeno se toma solo, puede incrementar el riesgo de
una mujer de desarrollar cancer del revestimiento uterino (cancer endometrial).
Para eliminar este riesgo, los proveedores de servicios médicos prescriben la
hormona progestina en combinacién con estrégeno (terapia de reemplazo
hormonal o HT) para aquellas mujeres que tienen un Utero intacto. ET/HT alivia los
sintomas de la menopausia, y se ha demostrado que posee un efecto benéfico
sobre la salud de los huesos. Los efectos secundarios incluyen sangrado vaginal,
dolor con la palpacién de la mama, alteraciones del estado de animo vy
enfermedad de la vesicula biliar. El raloxifeno, 60 mg al dia, esta aprobado para la
prevencion y tratamiento de osteoporosis posmenopausica. Forma parte de una
clase de medicamentos llamados moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos (SERMs - Selective Estrogen Receptor Modulators), que se han
desarrollado para proporcionar los efectos benéficos de los estrégenos sin sus
desventajas potenciales. El raloxifeno incrementa la masa 6sea y reduce el riesgo
de fracturas de la columna. Aln no se dispone de datos para demostrar que el
raloxifeno puede reducir el riesgo de fracturas de cadera y otras fracturas distintas
de cadera. La teriparatida, una forma de hormona paratiroidea, esta aprobada
para el tratamiento de osteoporosis en mujeres posmenopausicas y hombres que
estan en alto riesgo de una fractura. Esta medicina estimula la nueva formacion
Osea y aumenta significativamente la densidad mineral 6sea. En mujeres
posmenopausicas, la disminucién de fracturas se observé en la columna, cadera,
pie, costillas y mufieca. En hombres, la reduccién de fracturas se observé en la
columna, pero no habia datos suficientes para evaluar la disminucion de fracturas
en otros sitios. La teriparatida se autoadministra como una inyeccién diaria durante

hasta 24 meses.

Como se muestra en esta especificacion, los antagonistas ActRllb son
también utiles en promover el crecimiento muscular y, como tales, pueden ser
utles en un hospedador de trastornos relacionados con los musculos.
Enfermedades ejemplares relacionadas con los musculos incluyen trastornos
neuromusculares (v.g., distrofia muscular y atrofia muscular), enfermedad
pulmonar obstructiva congestiva (y atrofia muscular progresiva asociada con
COPD - congestive obstructive pulmonary disease), sindrome de atrofia muscular
progresiva, sarcopenia, caquexia, trastornos del tejido adiposo (v.g., obesidad),
diabetes tipo 2 y enfermedad degenerativa Osea (v.g., osteoporosis). Otras
afecciones  ejemplares  incluyen trastornos  musculodegenerativos  y

neuromusculares, reparacion tisular (v.g., cicatrizacion de heridas), enfermedades
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neurodegenerativas (v.g., escelerosis lateral amiotréfica), trastornos inmunolégicos
(v.g., trastornos relacionados con la proliferacién o funciébn anormales de linfocitos)

y obesidad o trastornos relacionados con la proliferacién anormal de adipocitos.

En ciertas modalidades, los antagonistas ActRIvIb se emplean como parte
de un tratamiento para una distrofia muscular. El término "distrofia muscular”" se
refiere al grupo de enfermedades musculares degenerativas, caracterizadas por
debilitamiento y deterioro gradual de los musculos esqueléticos y, algunas veces,
los musculos cardiacos y respiratorios. Las distrofias musculares son trastornos
geneéticos caracterizados por atrofia muscular progresiva y debilidad, que
comienzan con cambios microscopicos en el musculo. Como los musculos se
degeneran con el tiempo, decae la fuerza muscular de la persona. Distrofias
musculares ejemplares, que pueden tratarse con un régimen que incluye los
polipéptidos ActRIlb en cuestidon, comprenden: distrofia muscular de Duchenne
(DMD - Duchenne Muscular Dystrophy), distrofia muscular de Becker (BMD -
Becker Muscular Dystrophy), distrofia muscular de Emery-Dreifuss (EDMD -
Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy), distrofia muscular de Limb-Girdle (LGMD -
Limb-Girdle Muscular Dystrophy), distrofia muscular facioescapulohumeral (FSH o
FSHD - Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy) (también conocida como
Landouzy-Dejerine), distrofia miotdnica (MMD - Mpyotonic Dystrophy) (también
conocida como enfermedad de Steinert), distrofia muscular oculofaringea (OPMD -
Oculopharyngeal Muscular Dystrophy), distrofia muscular distal (DD - Distal
Muscular Dystrophy), distrofia muscular congénita (CMD - Congenital Muscular
Dystrophy).

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) se describié por primera vez por
el neurélogo francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne en la década de 1860.
La distrofia muscular de Becker (BMD) recibié su nombre del médico aleman Peter
Emil Becker, quien describié por primera vez su variante de DMD en la década de
1950. La DMD es una de las enfermedades hereditarias mas frecuentes en
machos, afectando uno entre 3.500 nifios. La DMD ocurre cuando se altera el gen
de la distrofina, localizado en el brazo corto del cromosoma X. Puesto que los
machos portan Unicamente una copia del cromosoma X, sélo tienen una copia del
gen de la distrofina. Sin la proteina distrofina, el misculo se dafia faciimente
durante ciclos de contraccion y relajacion. Aunque en las fases tempranas de la
enfermedad el musculo se compensa por regeneracién, mas tarde las células

progenitoras musculares no pueden mantener el ritmo con el dafio permanente, y
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el musculo sano se reemplaza por tejido fibro-graso no funcional. Un efecto doble

sobre el musculo y el hueso puede ser util en pacientes con distrofia muscular.

La BMD resulta de diferentes mutaciones en el gen de la distrofina. Los

pacientes con BMD tienen alguna distrofina, pero o bien es insuficiente en

cantidad o bien pobre en calidad. Tener alguna distrofina protege los muisculos de
aquellas personas con BMD de degenerarse tan seria o rapidamente como

aquellas personas con DMD.

Por ejemplo, investigaciones recientes demuestran que bloquear o eliminar
la funcion de GDF8 (un ligando ActRIIb) in vivo puede tratar efectivamente por lo
menos ciertos sintomas en pacientes con DMD y BMD. Por consiguiente, los
antagonistas ActRIlb en cuestion pueden actuar como inhibidores de GDF8
(antagonistas) y constituyen un medio alternativo de bloquear las funciones de
GDF8 y/o ActRIIb in vivo en pacientes con DMD y BMD. Se ha demostrado que
una proteina ActRIlb-Fc aumenta la masa muscular en un modelo con ratones de
distrofia muscular (véase Publicacion de los Estados Unidos No. 2009/0005308).

De modo semejante, los antagonistas ActRIIb en cuestién proporcionan un
medio efectivo de aumentar la masa muscular en otros estados patoldgicos que
requieren crecimiento muscular. Por ejemplo, ALS, también llamada enfermedad
de Lou Gehrig (enfermedad de las neuronas motoras) es un desorden cronico del
sistema nervioso central (CNS - central nervous system), incurable e imparable,
que ataca las neuronas motoras, componentes del CNS que conectan el cerebro a
los musculos esqueléticos. En ALS, las neuronas motoras se deterioran vy,
eventualmente, mueren, y aunque un cerebro de una persona permanece por lo
general funcionando completamente y alerta, la orden de mover nunca llega a los
musculos. La mayoria de las personas que adquieren ALS tienen edades entre los
40 y los 70 arios. Las primeras neuronas motoras que se debilitan son aquellas
que llevan a los brazos o las piernas. Las personas con ALS pueden tener
problemas al caminar, pueden dejar caer cosas, caerse, articular mal las palabras
y reir o llorar en forma incontrolable. Eventualmente, los musculos en las
extremidades empiezan a atrofiarse por la falta de uso. Esta debilidad muscular se
volvera debilitante, y una persona necesitara una silla de ruedas o no podra
bajarse de la cama. La mayoria de los pacientes con ALS mueren de falla
respiratoria o de complicaciones de ayuda ventilatoria como neumonia, 3-5 afios a

partir de la aparicién de la enfermedad. Se ha demostrado que una proteina
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ActRIlb-Fc mejora la apariencia, la masa muscular y los afios de vida de un
modelo de ALS con ratones (véase Publicacién de los Estados Unidos No.
2009/0005308).

La masa muscular incrementada, inducida por los antagonistas ActRIib,
podria beneficiar también a aquellas personas que sufren de enfermedades de
distrofia muscular progresiva. Se ha observado que la expresion de GDF8 se
correlaciona inversamente con la masa libre de grasa en humanos y que la mayor
expresion del gen GDF8 se asocia con pérdida de peso en hombres con sindrome
de distrofia muscular progresiva en pacientes con SIDA. Inhibiendo la funcion de
GDF8 en pacientes con SIDA, por lo menos ciertos sintomas de SIDA pueden
aliviarse, si no eliminarse completamente, mejorando asi significativamente la

calidad de vida en pacientes con SIDA.

Puesto que la pérdida de la funcién de GDF8 (un ligando ActRllb) se asocia .

igualmente con la pérdida de grasa sin disminucién de la ingesta de nutrientes, los
antagonistas ActRIlb en cuestion pueden usarse ademas como un agente

terapéutico para desacelerar o prevenir el desarrollo de obesidad y diabetes tipo Il.

Este enfoque se confirma y respalda por los datos mostrados en esta
especificacion, mediante los cuales se demostré que una proteina ActRIlb-Fc

mejora la condicién metabdlica en ratones obesos.

El sindrome de anorexia-caquexia por cancer se encuentra entre los
aspectos mas debilitantes y con peligro de muerte del cancer. La pérdida
progresiva de peso en el sindrome de anorexia-caquexia por cancer es una
caracteristica comun de muchos tipos de cancer y es reponsable no sélo de una
pobre calidad de vida y respuesta deficiente a la quimioterapia, sino también de un
periodo de superviviencia mas corto que el encontrado en pacientes con tumores
comparables sin pérdida de peso. Asociada con anorexia, consuncion de grasa y
tejido muscular, angustia psicolégica y una menor calidad de vida, la caquexia
surge de una compleja interaccion entre el cancer y el hospedador. Es una de las
causas mas comunes de muerte entre pacientes con cancer y esta presente en
80% de los que mueren. Es un ejemplo complejo del metabolismo de proteinas,
carbohidratos y grasas que producen sindrome metabdlico. Los tumores producen
anomalias tanto directas como indirectas, con el resultado de anorexia y pérdida

de peso. Actualmente, no existe tratamiento para controlar o reversar el proceso.
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El sindrome de anorexia-caquexia por cancer afecta la produccion de citocinas, la
liberacion de factores movilizadores de lipidos e inductores de protedlisis, y
alteraciones en el metabolismo intermedio. Aunque la anorexia es comdn, una
ingesta disminuida de alimentos no puede explicar solamente los cambios en la
composicion corporal observada en pacientes con cancer, y una ingesta cada vez
mayor de nutrientes es incapaz de reversar el sindrome de consucién. La
caquexia debe sospecharse en pacientes con cancer si ocurre una pérdida de
peso involuntaria de mas del 5% del peso premoérbido dentro de un periodo de

seis meses.

Puesto que se ha demostrado que la sobreexpresién sistémica de GDF8 en
ratones adultos induce una pérdida de musculo profundo y grasa, analoga a la
observada en sindromes de caquexia humana, los antagonistas ActRIlb en
cuestion, como composiciones farmacéuticas, pueden usarse beneficiosamente
para prevenir, tratar, o aliviar los sintomas del sindrome de la caquexia, en donde

se desea crecimiento muscular.

En otras modalidades, la presente invenciéon provee composiciones y
metodos para regular el contenido de grasa del cuerpo en un animal y para tratar o
prevenir enfermedades y, particularmente, enfermedades que comprometen la
salud, relacionadas con este fendmeno. De acuerdo con la presente invencién,
regular (controlar) el peso corporal puede referirse a reducir o aumentar el peso
corporal, reducir o incrementar el indice de aumento de peso, o aumentar o reducir
el indice de pérdida de peso, e incluye ademas mantener activamente, o no
modificar significativamente el peso corporal (v.g., contra influencias externas o
internas que, de lo contrario, pueden aumentar o disminuir el peso corporal). Una
modalidad de la presente invencion se refiere a regular el peso corporal

administrando a un animal (v.g., un humano), necesitado de ello, un antagonista
ActRlIlb.

En una modalidad especifica, la presente invencién se refiere a métodos y
compuestos para reducir el peso corporal y/o reducir el aumento de peso en un
animal y, mas particularmente, para tratar o mejorar obesidad en pacientes con
riesgo de obesidad o de sufrir de ella. En otra modalidad especifica, la presente
invencién se dirige a métodos y compuestos para tratar un animal que es incapaz
de aumentar o retener peso (v.g., un animal con sindrome de consuncién). Tales

metodos son efectivos para incrementar el peso y/o masa corporal, o para reducir
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peso y/o pérdida de masa, o para mejorar afecciones asociadas con, o causadas

por, peso corporal y/o masa indeseablemente bajos (v.g., malsanos).

7. Posologia

En ciertas modalidades, la divulgacion provee métodos para dosificacion de
un paciente con un polipéptido ActRIlb. Los métodos de la divulgacion incluyen
administrar una proteina ActRllb a un paciente en una pauta posolégica que
proporciona una concentracion sérica optima de la proteina ActRllb, la cual se
mantiene durante un periodo deseado de tiempo. Un paciente puede medicarse
en una pauta que incluya una combinacion deseada de un polipeptido ActRlIlb
administrado al paciente, asi como la frecuencia con la cual el polipéptido ActRIlb
se administra al paciente. Un polipéptido ActRIlb para uso en una pauta
posolégica similar puede ser cualquiera de los divulgados en esta especificacion,
tal como un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NOs: 2, 3, 13, 17, 0 20, o que comprende una secuencia
de aminoacidos que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 99%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOs: 2, 3, 13,
17, o 20. Un polipéptido ActRIlb puede incluir un fragmento funcional de un
polipéptido ActRIIb natural, tal como uno que comprende por lo menos 10, 20 o0 30
aminoacidos de una secuencia seleccionada de SEQ ID NOs: 1-3 o una secuencia
de SEQ ID NO: 2, que carece de los 10 a 15 aminoacidos C-terminales (la "cola").
En ciertas modalidades el polipéptido ActRIlb comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o 99% de
identidad con una porciéon de ActRIllb, en donde el extremo N-terminal del
polipéptido ActRIlb corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los
aminoacidos 19-25 de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal del polipéptido
ActRlIb corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos
109-134 de SEQ ID NO: 1. En modalidades preferidas, el polipéptido ActRIlb es

una proteina de fusiéon ActRIIb-Fc divulgada en esta especificacion.

Un paciente puede medicarse de manera que alcance una concentracion
sérica 6ptima del polipéptido ActRIlb. Una concentracién sérica éptima puede ser,
por ejemplo, una concentracion sérica que es suficiente para promover un efecto
biologico deseado in vivo. Tales efectos biolégicos incluyen cualquiera de los
efectos terapéuticos divulgados en esta especificacion, incluyendo promover el

crecimiento éseo, incrementar la densidad 6sea, tratar o prevenir un trastorno
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asociado con una densidad ésea baja, tratar trastornos neuromusculares,
trastornos de tejido  adiposo, trastornos  metabdlicos, trastornos

neurodegenerativos, trastornos de atrofia muscular progresiva, o cancer.

Como se divulga en esta especificacion, los polipéptidos ActRIlb de la
divulgacion demuestran eficacia bioldégica consistente cuando los pacientes
alcanzan y mantienen una concentracion sérica del polipéptido ActRIlb de por o
menos 10 pg/mL. En consecuencia, en ciertas modalidades, se puede administrar
a un paciente un polipéptido ActRIlb en una pauta posolégica que mantenga una
concentracion sérica de ActRIIb de por lo menos 8 pug/mL, 10 yg/mL, 12.5 ug/mL,
15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 35 yg/mL, 40 ug/mL, 50 ug/mL, o por lo
menos 70 pg/mL. En ciertas modalidades, puede ser deseable mantener la
concentracion sérica del polipéptido ActRIlb dentro de un rango 6ptimo, tal como,
por ejemplo, dentro de un rango de desde alrededor de 8 ug/mL a alrededor de
100 pg/mL (v.g., 8-100 pg/mL, 8-70 pg/mL, 8-50 pug/mL, 8-40 ug/mL, 8-35 pg/mL,
8-30 pg/mL, 8-25 pg/mL, 8-20 pg/mL, 8-15 pg/mL, 8-12.5 ug/mL, 8-10 yg/mL, 10-
100 pg/mL, 10-70 pg/mL, 10-50 pg/mL, 10-40 pg/mL, 10-35 ug/mL, 10-30 pg/mL,
10-25 pg/mL, 10-20 pg/mL, 10-15 pg/mL, 10-12.5 uyg/mL, 12-100 pg/mL, 12-70
pg/mL, 12-50 pg/mL, 12-40 pg/mL, 12-35 pg/mL, 12-30 pg/ml., 12-25 pg/mL, 12-
20 pg/mL, 12-15 pg/mL, 15-100 pg/mL, 15-70 yg/mL, 15-50 ug/mL, 15-40 ug/mL,
16-35 pg/mi, 15-30 pg/mL, 15-25 pg/mL, 15-20 pg/mL, 20-70 pg/mL, 20-50
pg/mL, 20-35 pg/mL, o 20-30 pg/mL).

En ciertas modalidades, pautas posolégicas de la divulgacién incluyen
administrar un polipéptido ActRlIlb en una cantidad y en un intervalo suficiente para
mantener una concentracién sérica de la proteina ActRlIlb durante un periodo de
tiempo deseado. La duracién deseable para mantener una concentracién sérica de
ActRlIb deseada en un paciente dependera del efecto bioldgico deseado (v.g.,
tratamiento de un trastorno 6seo). Por ejemplo, a un paciente puede administrarse
una proteina ActRIlb en una cantidad y en un intervalo suficiente para mantener la
concentracion sérica deseada durante el curso de alrededor de una semana a un
afio o mas (v.g., mantener la concentracion sérica deseada durante 5 dias, 7 dias,
10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 20 dias, 25 dias, 30
dias, una a dos semanas, una semana a un mes, dos meses, cuatro meses, seis
meses, una afio, o dos afios o mas.) Preferiblemente, se administra a un paciente
una proteina ActRllb en una cantidad suficiente para mantener la concentracion

sérica deseada durante el curso de un tratamiento terapéutico. En ciertas
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modalidades, la pauta posolégica es suficiente para mantener la concentraciéon
sérica deseada de ActRIIb entre intervalos de dosis (v.g., entre administraciones
de ActRIlb).

Como se divulga en esta especificacion, los efectos biolégicos de los
polipéptidos ActRIl pueden obtenerse con dosis de 0.3 mg/kg o mas. Por
consiguiente, en ciertas modalidades, un paciente puede medicarse con alrededor
de 0.3 a alrededor de 15 mg/kg (e.g., 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 7.0, 10.0,
12.0, o 15.0 mg/kg) de un polipéptido ActRllb. En modalidades preferidas, se
administra a un paciente por lo menos 1.0 mg/kg. Adicionalmente, los
experimentos mostrados a continuacion indican que la semivida sérica de una
proteina de fusién ActRIIb-Fc esta entre alrededor de 10 y 16 dias. Por lo tanto, en
ciertos aspectos, un paciente puede medicarse con una proteina ActRIlb de la
divulgacién por lo menos una vez al mes (v.g., una vez cada 5-30 dias, 10-16 dias,
5 dias, 7 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, o 16 dias; o
sobre una base mensual o bimensual).

8. Composiciones Farmacéuticas

En ciertas modalidades, antagonistas ActRIIb (v.g., polipéptidos ActRIlb) de
la presente invencién se formulan con un portador farmacéuticamente aceptable.
Por ejemplo, un polipéptido ActRIlb puede administrarse solo o como un
componente de una formulacién farmacéutica (composiciéon terapéutica). Los
compuestos en cuestion pueden formularse para administracion en cualquier

forma conveniente para uso en medicina humana o veterinaria.

En ciertas modalidades, el método terapéutico de la invencién incluye
administrar la composicion sistémica o localmente como un implante o dispositivo.
Cuando se administra, la composicion terapéutica para uso en esta invencion es
una forma fisiologicamente aceptable, libre de pirdgenos. Agentes
terapéuticamente Utiles, distintos de los antagonistas ActRIlb, que pueden incluirse
también opcionalmente en la composicion, como se describe anteriormente,
pueden administrarse simultanea o consecutivamente con los compuestos en

cuestion (v.g., polipéptidos ActRIlb) en los métodos de la invencion.

Tipicamente, los antagonistas ActRllb se administraran por via parental y,
particularmente, intravenosa o subcutanea. Composiciones farmacéuticas
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apropiadas para administracion parenteral pueden contener uno o mas
polipéptidos ActRIlb en combinacién con una o mas soluciones acuosas o0 no
acuosas, isotdnicas, estériles, farmacéuticamente aceptables, dispersiones,
suspensiones o emulsiones, o polvos estériles, los cuales pueden reconstituirse en
soluciones inyectables estériles o dispersiones justo antes del uso, las cuales
pueden contener antioxidantes, disoluciones amortiguadoras, bacteriostaticos,
solutos que hacen la formulacion isoténica con la sangre del destinatario previsto,
o agentes de suspension y agentes espesantes. Ejemplos de portadores acuosos
0 no acuosos apropiados, que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencién, incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol,
propilen glicol, polietilen glicol y similares) y mezclas apropiadas de los anteriores,
aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables,
tales como oleato de etilo. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo,
mediante el uso de materiales de recubrirhiento, tales como lecitina, con el
mantenimiento del tamafio requerido de particula en el caso de dispersiones, y

mediante el empleo de surfactantes.

Por lo demas, la composicién puede encapsularse o inyectarse en una
forma para administracion a un sitio de tejido diana (v.g., hueso o musculo). En
ciertas modalidades, las composiciones de la presente invencién pueden incluir
una matriz capaz de liberar uno o mas compuestos terapéuticos (v.g., polipéptidos
ActRIIb) a un sitio de tejido diana (v.g., hueso o musculo), proporcionando una
estructura para el tejido en desarrollo y 6ptimamente capaz de ser resorbida en el
cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacion lenta de los
polipéptidos ActRIIb. Tales matrices pueden formarse de materiales actualmente

en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccién del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad, la
biodegradabilidad, las propiedades mecanicas, la apariencia cosmética y las
propiedades de la interfaz. La aplicacion particular de las composiciones en
cuestion definird la formulacion apropiada. Matrices potenciales para las
composiciones pueden ser biodegradables y definirse quimicamente, tales como
sulfato de calcio, fosfato tricalcico, hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos.
Otros materials potenciales son biodegradables y biolégicamente bien definidos,
tales como hueso o colageno dérmico. Otras matrices se componen de proteinas
puras o componentes de matriz extracelular. Otras matrices potenciales son no
biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatita sinterizada,
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vidrio bioactivo, aluminatos, u otros ceramicos. Las matrices pueden conformarse
por combinaciones de cualquiera de los tipos de materiales mencionados
anteriormente, tales como acido polilactico e hidroxiapatita o colageno y fosfato
tricalcico. Los bioceramicos pueden alterarse en composicion, tales como en
calcio-aluminato-fosfato, y procesamiento para alterar el tamafio de poro, el

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

En ciertas modalidades, métodos de la invencién pueden administrarse
oralmente, v.g., en la forma de capsulas, obleas, pildoras, comprimidos, pastillas
para chupar (empleando una base saborizada, usualmente sacarosa y acacia o
tragacanto), polvos, granulos, o como una solucién o una suspensién en un liquido
acuoso 0 no acuoso, 0 como una emulsion liquida aceite en agua o agua en
aceite, o como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base inerte, tal
como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia) y/o como enjuagues bucales y
similares, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada de un agente como
un ingrediente activo. Un agente puede administrarse asimismo como un bolo, un

electuario o una pasta.

En presentaciones farmacéuticas sélidas para administracion oral
(capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos, granulos, y similares), uno o
mas compuestos terapéuticos de la presente invencion pueden mezclarse con uno
o mas portadores farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o
fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los siguientes: (1) rellenos o expansores, tales
como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y/o acido silicico; (2)
aglutinates, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinil pirrolidona, sacarosa, y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4)
agentes desagregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de
yuca o papa, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes
retardantes de solucién, tales como parafina; (6) aceleradores de absorcion, tales
como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales
como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilen glicoles sélidos, laurilsulfato de sodio y
mezclas de los anteriores; y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas,
comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas pueden contener
igualmente agentes reguladores. Composiciones solidas de un tipo similar pueden
emplearse asimismo como rellenos en capsulas de gelatina blanda o dura usando
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excipientes tales como lactosa o aztcares de leche, asi como polietilen glicoles de

alto peso molecular, y similares.

Presentaciones farmacéuticas liquidas para administraciéon oral incluyen
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes vy elixires
farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las presentaciones
farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados cominmente
en el arte, tales como agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilen glicol, 1,3-butilen
glicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz,
germen de trigo, oliva, ricino y ajonjoli), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilen
glicoles y ésteres de acido graso de sorbitan, y mezclas de los anteriores. Ademas
de los diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir asimismo
coadyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y
preservantes.

Suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener
agentes de suspension tales como alcoholes isoesterarilicos etoxilados,
polioxietilen sorbitol, y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido

de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los anteriores.

Las composiciones de la invencion pueden contener igualmente
coadyuvantes, tales como preservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accidn de
microorganismos puede garantizarse por la inclusién de varios agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenol
sorbico, y similares. Puede ser asimismo deseable incluir agentes isoténicos, tales
como azucares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones.
Adicionalmente, la absorcién prolongada de la presentacién farmacéutica
inyectable puede producirse mediante la inclusién de agentes que retardan la
absorcion, tal como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que el régimen posoldgico se determinara por el médico

tratante considerando varios factores que modifican la accién de los compuestos

en cuestién de la invencion (v.g., antagonistas ActRIlb). Los varios factores
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incluyen, pero no se limitan a, cantidad de peso de hueso que se desea formar, el
grado de peérdida de densidad osea, el sitio de dafio del hueso, el estado del
hueso lesionado, la edad, sexo y dieta del paciente, la gravedad de cualquier
enfermedad que pueda contribuir a la pérdida 6sea, el tiempo de administracion, y
otros factores clinicos. Opcionalmente, la posologia puede variar con el tipo de
matriz utilizada en la reconstitucion y los tipos de compuestos en la composicion.
La adicién de otros factores de crecimiento conocidos a la composicién final puede
afectar igualmente la posologia. La mejoria puede monitorearse por evaluacién
periddica del crecimiento 6seo y/o reparacion, por ejemplo, rayos X (incluyendo

DEXA), determinaciones histomorfométricas, y marcacién con tetraciclina.

Los experimentos mostrados a continuacién demuestran que los efectos de
ActRIIb-Fc en el hueso pueden lograrse con una dosis Gnica de 1 mg/kg o mas. La
semivida sérica observada de la molécula esta entre alrededor de 10 y 16 dias. En
consecuencia, puede obtenerse una concentracién sérica efectiva sostenida, por
ejemplo, medicando con alrededor de 0.5 a 5 mg/kg sobre una base semanal o
bisemanal. Por ejemplo, dosis de 0.3, 0.5, 1, 2, 3 0 5 mg/kg, o valores intermedios,
podrian usarse una vez cada 7 dias, una vez cada 10 dias, una vez cada 15 dias,
o sobre una base mensual o bimensual. Otros regimenes posolégicos ejemplares
se proveen anteriormente.

En ciertas modalidades, la presente invencién proporciona asimismo una
terapia génica para la produccion in vivo de los polipéptidos ActRIIb. Tal terapia
alcanzaria su efecto terapéutico mediante la introduccién de las secuencias
polinucleotidicas ActRIlb en células o tejidos que tienen los trastornos enumerados
anteriormente. La introduccién de secuencias polinucleotidicas ActRIIb puede
lograrse utilizando un vector de expresion recombinante, tal como un virus
quimerico o un sistema de dispersion coloidal. Para la introduccién terapéutica de
secuencias polinucleotidicas ActRIlb se prefiere el uso de liposomas

direccionados.

Varios vectores virales que pueden emplearse para terapia génica, como se
ensefa en esta especificacion, incluyen adenovirus, herpes virus, vaccinia, o,
preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus. Preferiblemente; el vector
retroviral es un derivado de un retrovirus aviar o murino. Ejemplos de vectores
retrovirales en los cuales puede insertarse un gen extrafio Unico incluyen, pero no
se limitan a: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV - Moloney murine
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leukemia virus), virus dél sarcoma murino de Harvey (HaMuSV - Harvey murine
sarcoma virus), virus del tumor mamario murino (MuMTV - murine mammary tumor
virus) y virus del sarcoma de Rous (RSV - Rous Sarcoma Virus). Numerosos
vectores retrovirales adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos
vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador selectivo, de
manera que puedan identificarse y generarse células transducidas. Los vectores
retrovirales pueden hacerse especificos de la diana afadiendo, por ejemplo, un
azucar, un glucolipido, o una proteina. El direccionamiento preferido (“preferred
fargeting”) se lleva a cabo utilizando un anticuerpo. Las personas expertas en el
arte se percataran de que secuencias polinucleotidicas especificas pueden
insertarse en el genoma retroviral o afiadirse a una cubierta virica para permitir la
introduccion especifica de la diana del vector retroviral que contiene el
polinucledtido ActRIIb. En una modalidad preferida, el vector se direcciona al

hueso o cartilago.

Alternativamente, células de cultivo celular pueden transfectarse
directamente con plasmidos que codifican los genes estructurales retrovirales gag,
pol y env, mediante transfecciéon convencional con fosfato de calcio. Estas células
se transfectan entonces con el plasmido vector que contiene los genes de interés.

Las células resultantes liberan el vector retroviral en el medio de cultivo.

Otro sistema de transferencia direccionada ("targeted delivery system”) para
los polinucleétidos ActRIlb es un sistema de dispersién coloidal. Los sistemas de
dispersién coloidal incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas,
microesferas, microglébulos, y sistemas a base de lipidos incluyendo emulsiones
aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema coloidal preferido
de esta invencién es un liposoma. Los liposomas son vesiculas membranosas
artificiales que son Utiles como vehiculos de transferencia in vitro e in vivo. ARN,
ADN y viriones intactos pueden encapsularse dentro del interior acuoso y
transferirse a células en una forma biolégicamente activa (vése v.g., Fraley, et al.,

Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Métodos para transferencia génica eficiente

utilizando un vehiculo liposoma, son conocidos en el arte, véase v.g., Mannino, et

al., Biotechniques, 6:682, 1988. La composicién del liposoma es usualmente una
combinacién de fosfolipidos, por lo general en combinacion con esteroides,
especialmente colesterol. De igual manera pueden usarse otros fosfolipidos u
otros lipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la
fuerza idnica y la presencia de cationes divalentes.
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Ejemplos de lipidos utiles en la produccién de liposomas incluyen
compuestos fosfatidilo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y gangliésidos. Los fosfolipidos
llustrativos incluyen fosfatidiicolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y
distearoilfosfatidilcolina. El direccionamiento de liposomas es también posible
basandose, por ejemplo, en la especificidad de los 6rganos, la especificidad de las

celulas y la especificidad de los organelos, y se conoce en el arte.
EJEMPLIFICACION

Estando ahora la invencién generalmente descrita, se entendera mas
faciimente por referencia a los siguientes ejemplos, los cuales se incluyen
simplemente para efectos de ilustracion de ciertas modalidades de la presente

invencién, y no pretenden limitar la invencion.
Ejemplo 1: Proteinas de Fusiéon ActRIlb-Fc.

Los solicitantes construyeron una proteina de fusién ActRIlb soluble, que
tiene el dominio extracelular del ActRIlb humano fusionado a un dominio Fc de
humano o de ratén con un conector minimo (tres aminoacidos glicina) intercalado.

Los constructos se designan como ActRIIb-hFc y ActRIlb-mFc, respectivamente.

ActRIIb-hFc se muestra a continuacién como purificado de lineas de células
CHO (SEQ ID NO: 13)
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVSNKAL
PVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

Las proteinas ActRIIb-hFc y ActRllb-mFc se expresaron en lineas de

células CHO. Se consideraron tres secuencias lider diferentes:

(i) melitina de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 14)
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(i) activador de plasminégeno tisular (TPA - Tissue Plasminogen Activator):
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 15)

(iii) Nativo: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 16).

La forma seleccionada emplea el lider TPA y tiene la siguiente secuencia

de aminoacidos no procesados:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVEVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCE
GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKAILPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKILTVDKSRWOQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSILSLSPGK (SEQ ID NO: 17)

Este polipéptido se codifica por la siguiente secuencia de acido nucieico
(SEQ ID NO: 18):
A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA GTCTTCGTTT

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

CTCTGGGCGT
GGAGCGCACC
CTGCTACGCC
GCTAGATGAC
GGTGTACTTC
GGCTGGGGGC
TCACACATGC
CCCCCCAAAA
GGTGGACGTG
GGTGCATAAT
CAGCGTCCTC
CTCCAACAAA
CCGAGAACCA
CAGCCTGACC
CAATGGGCAG
CTTCTICCTC
CTCATGCTCC
GTCTCCGGGT

GGGGAGGCTG
AACCAGAGCG
TCCTGGCGCA
TTCAACTGCT
TGCTGCTGTG
CCGGAAGTCA
CCACCGTGCC
CCCAAGGACA
AGCCACGARAG
GCCAAGACAA
ACCGTCCTGC
GCCCTCCCAG
CAGGTGTACA
TGCCTGGTCA
CCGGAGAACA
TATAGCAAGC
GTGATGCATG
ARAATGA

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

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

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

El secuenciamiento N-terminal del material producido por las células CHO
revelé una secuencia principal de -GRGEAE (SEQ ID NO: 19). Notablemente,
otros constructos reportados en la literatura comienzan con una secuencia -
SGR....

La purificacién pudo lograrse por una serie de pasos de cromatografia de
columna, incluyendo, por ejemplo, tres o mas de las siguientes, en cualquier
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orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de Q sefarosa, cromatografia
de fenilsefarosa, cromatografia por exclusion de tamafo y cromatografia de
intercambio catiénico. La purificacion pudo completarse con una filtracién viral e

intercambio de disoluciones amortiguadoras ("buffer exchange”).

Las proteinas de fusién ActRIlb-Fc se expresaron igualmente en células
HEK293 y células COS. Auhque el material de todas las lineas de células y
condiciones razonables de cultivo proporcion6é proteina con actividad
desarrolladora de musculo in vivo, se observd variabilidad en la potencia quizas
relacionada con la seleccion de las lineas de células y/o condiciones de cultivo. La

purificacién se obtuvo como se describe mas arriba en la especificacion.
Ejemplo 2: Generacion de Mutantes ActRIlIb-Fc.

Los solicitantes generaron una serie de mutaciones en el dominio
extracelular de ActRllb y produjeron estas proteinas mutantes como proteinas de
fusion solubles entre el dominio ActRIlb extracelular y un dominio Fc. La fusion
ActRIIb-Fc de fondo tiene la secuencia (porcion Fc subrayada) (SEQ ID NO:20):

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK

KGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPP

TAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEV

KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA

LPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKIL TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL

SLSPGK

Varias mutaciones, incluyendo truncamientos N- y C-terminales, se
introdujeron en la proteina ActRlIb-Fc de fondo. Basandose en los datos
presentados en Ejemplo 1, se espera que estos constructos, si se expresan con
un lider TPA, careceran de la serina N-terminal. Se generaron mutaciones en el
dominio extracelular ActRIlb mediante mutagénesis PCR. Luego de la PCR, los
fragmentos se purificaron a través de una columna Qiagen, digerida con Sfol y
Agel y se purificaron en gel. Estos fragmentos se ligaron en un vector de expresion
pAID4 (véase WO2006/012627) de manera que, luego del ligamiento, creara
quimeras de fusién con IgG1 humana. Luego de la transformaciéon en DH5 alpha
de E. coli, se recogieron colonias y se ailaron ADNs. Para constructos murinos

(mFc), una IgG2a murina se sustituyd por la IgG1 humana. Todos los mutantes se
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verificaron mediante secuencia.

Todos los mutantes se produjeron en células HEK293T mediante
transfeccion transitoria. En resumen, en una centrifugadora ("spinner”) de 500ml,
se pusieron células HEK293T con una concentracion de 6x10° células/ml! en
medio Freestyle (Invitrogen) en un volumen de 250ml y se cultivaron de un dia
para otro. Al siguiente dia, estas células se trataron con complejo ADN:PEI (1:1)
con 0.5 pg/mL de concentracion final de ADN. Luego de 4 hrs, se agregaron 250
ml de medio y las células se cultivaron durante 7 dias. Se recogi® medio
acondicionado deteniendo la centrifugacion ("spinning down") de las células, y se

concentro.

Se purificaron los mutantes usando una variedad de técnicas, incluyendo,
por ejemplo, columna de proteina A y se eluyeron con solucién amortiguadora de

glicina con pH bajo (3.0). Luego de la neutralizacién, éstos se dializaron contra
PBS.

Del mismo modo se produjeron mutantes en células CHO por una
metodologia similar.

Los mutantes se examinaron en andlisis de unién y/o bioanalisis descritos a
continuacion. En algunos casos, se realizaron analisis con medio acondicionado
en lugar de proteinas purificadas.

Ejemplo 3. Bioanalisis para Sefializacién Mediada por GDF-11 y Activina.

Se empled un andlisis de gen reportero A-204 para evaluar los efectos de
las proteinas ActRIlb-Fc sobre la sefalizacion por GDF-11 y activina A. Linea
celular: rabdomiosarcoma humano (derivado de musculo). Vector reportero:
PGL3(CAGA)12 (descrito en Dennler et al.,, 1998, EMBO 17: 3091-3100.) Véase
Figura 1. El motivo CAGA12 esta presente en genes sensibles a TGF-Beta (gen

PAI-1), de manera que este vector es de uso general para factores sefializadores
a través de Smad2 y 3.

Dia 1: Esparcir células A-204 en una placa de 48 pocillos.

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

Dia 3: Agregar factores (diluidos en medio + 0.1 % BSA). Los inhibidores
necesitan preincubarse con los factores durante 1 hr antes de agregar las células.

6 hrs después, lavar las células con PBS, y lisar las células.

Esto es seguido por un analisis de luciferasa. En la ausencia de inhibidores
de cualquier tipo, la activina A mostré una estimulacion de 10 veces de la
expresion del gen reportero y una EDsg ~ 2 ng/ml. GDF-11: estimulacion de 16
veces, EDsg: ~1.5 ng/ml.

ActRIIb(R64, 20-134) es un potente inhibidor de activina, actividad GDF-8 y GDF-

11 en este analisis. Las variantes se examinaron también en este analisis.

Ejemplo 4: Estudio Clinico Humano, Dosis Unica Ascendente.

La proteina ActRllb (20-134)-hFc descrita en Ejemplo 1 se administré a
pacientes humanos en un estudio controlado con placebo, doble ciego,
aleatorizado, que se condujo para evaluar, principaimente, la seguridad de la
proteina en mujeres posmenopausicas, sanas. Se aleatorizaron 48 sujetos en seis
cohortes de 8 individuos para recibir una dosis tnica de ActRIlb-hFc o placebo (6
activo: 2 placebo). Las concentraciones de la dosis variaban desde 0.02 a 3.0
mg/kg administrados subcutaneamente (SC). Todos los sujetos fueron
monitoreados durante 57 dias. Los sujetos se excluian de la participacién en el
estudio si tomaban medicamentos que afectaran el metabolismo 6seo en un plazo
de 6 meses de la entrada al estudio. Se condujeron evaluaciones de seguridad
haciendo seguimiento a cada cohorte para determinar el escalamiento de la dosis.
Ademas de los analisis farmacocinéticos (PK), se evalué también la actividad
biologica de ActRIIb-hFc mediante medicion de los marcadores biolégicos de

formacién 6sea y resorcién, y concentraciones de FSH.

No se informaron acontecimientos adversos serios en este estudio.

Los analisis farmacocinéticos (PK) de ActRIlb-hFc exhibieron un perfil lineal
con la dosis y una semivida de aproximadamente 10-16 dias (véase Figura 2). El

area bajo la curva (AUC - area-under-curve) para ActRIIb-hFc se relacion6

linealmente con la dosis, y la absorcién después de la dosificacién SC fue
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esencialmente completa. Con dosis mayores, ActRIlb-hFc causé incrementos en
la masa corporal magra (LBM - lean body mass), como se demostré usando
gammagrafias de absorciometria de rayos X de doble energia (DXA - dual energy
X-ray absorptiometry) (véase Figura 3). El aumento medio en LBM comparada con
valores de referencia fue de 2.6% (0.92 kg) en dos meses después de la dosis con
3 mg/kg. El grupo tratado con placebo disminuyé en 0.2%. Mas sujetos con las
dosis mas elevadas (1 y 3 mg/kg) tuvieron por lo menos un aumento de 0.5 kg en
LBM ya en 15 dias después de la dosificacién con ActRllb-hFc, que se sostuvo
hasta el dia 57 cuando se compararon con el placebo y las dosis menores (véase
Figura 4). En sujetos medicados con ActRIlb-hFc con 1 y 3 mg/kg, se midieron
variaciones significativas dependientes de la dosis en biomarcadores séricos del
metabolismo de las grasas (adiponectina incrementada y leptina disminuida)
(véase Figuras 5 y 6). ActRllIb-hFc caus6 un aumento sostenido, dependiente de la
dosis, en las concentraciones séricas de fosfatasa alcalina especifica del hueso
(BSAP - bone-specific alkaline phosphatase), la cual es un marcador para el
crecimiento éseo anabdlico, y una disminucién dependiente de la dosis en el
telopéptido de colageno tipo 1 (CTX - C-terminal type 1 collagen telopeptide), que
es un marcador para resorcion 6sea (véase Figuras 7 y 8). Las concentraciones
de BSAP mostraron efectos cuasi saturantes con la maxima dosificacion del
medicamento, indicando que efectos semi-maximos sobre este biomarcadof oseo
anabdlico podrian obtenerse con una dosificacion de 1 mg/kg o menor. Estas
variaciones del biomarcador 6seo se sostuvieron durante aproximadamente 57
dias con las maximas concentraciones de dosis examinadas. Hubo asimismo una
disminucién, dependiente de la dosis, en los niveles de FSH en el suero,

consistente con la inhibicién de activina (véase Figura 9).

Se observaron aumentos en el volumen muscular del muslo mediante
imagenes de resonancia magnética (MRI - magnetic resonance imaging) en 29
dias después de dosis unicas de ActRIIb-hFc con 1y 3 mg/kg, con un incremento
significativo en la dosis maxima (3 mg/kg) cdmparada con placebo (véase Figura
10). En particular, en 29 dias después de la administracion de una dosis Unica de
3 mg/kg de ActRIIb-hFc, se observé un incremento del 16.4% en el area muscular,
un incremento del 11.5% en el volumen muscular y una disminucion del 2.2% en la
grasa subcutanea. La variacion porcentual media de los valores de referencia en
el volumen muscular del muslo en el dia 29 con concentraciones de dosificacion
de 1y 3 mg/kg, comparada con el placebo se muestra en Figura 11.
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Una dosis Unica de ActRllb-hFc administrada a mujeres posmenopausicas
sanas fue segura y bien tolerada para el rango de concentraciones de dosis
analizadas. Este estudio clinico demuestra que, en humanos, ActRllb-hFc es un
agente osteoanabdlico con evidencia biolégica de un aumento en formacién 6sea
y una disminucion en la reabsorcién 6sea. ActRIIb-hFc incrementa asimismo el

tamafio y la funcién muscular.
Ejemplo §: Estudio Clinico Humano, Dosis Ascendentes Muiltiples.

Se condujo un estudio con escalamiento de dosis, de dosis muiltiple,
controlado con placebo, doble ciego, aleatorizado, para evaluar principalmente la
seguridad, la tolerabilidad, los efectos farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos
(PD) de ActRllb-hFc en mujes posmenopausicas sanas. El estudio incluia seis
cohortes de 10 sujetos cada una. Los sujetos en cada cohorte se aleatorizaron
para recibir ActRIlb-hFc o placebo (8 sujetos con activo y 2 sujetos con placebo
por cohorte).

Las cohortes se medicaron en la siguiente forma: cohorte 1 (0.1 mg/kg),
cohorte 2 (0.3 mg/kg) y cohorte 3 (1 mg/kg) recibieron ActRllb-hFc por via
subcutanea (SC) cada 14 dias para un total de 3 dosis en los dias 1, 15, y 29. La
cohorte 4 (1 mg/kg), cohorte 5 (2 mg/kg) y cohorte 6 (3 mg/kg) recibieron ActRlIlb-
hFc SC cada 28 dias para un total de 2 dosis los dias 1y 29.

Se evaluaron los siguientes datos: acontecimientos adversos, exdmenes de
laboratorio clinico (examenes de hematologia, quimica, analisis de orina, funcion
endocrina, funcién suprarrenal, pruebas de estimulacion ACTH), signos vitales
incluyendo presién sanguinea en posicion supina (después de por lo menos 5
minutos) y en posicion de pie (después de 2 minutos + 30 segundos), ECG,
ecocardiograma (ECHO), examenes fisicos, y anticuerpos anti-medicamentos.
Farmacocinética: area bajo la curva de (AUC) la concentracion ActRIIb-hFc sérica,
concentracion pico (Cmax), tiempo a la concentracién pico (Tmax), semivida de
eliminacion  (t2), depuracion (CI/F) y volumen de distribucion (Vz/F).
Farmacodinamica: FSH, masa corporal magra medida por gammagrafias DXA de
cuerpo entero, densidad mineral é6sea (BMD - bone mineral density) medida por
gammagrafias DXA de la columna lumbar, cadera y cuerpo entero, tamarno
muscular medido por imagenes MRI en las cohortes 3-6, y otros marcadores de

efecto farmacodinamico.
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Como se muestra en Figura 14, concentraciones séricas de ActRIIb-hFc se
realacionaron con la cantidad y frecuencia de la dosis. Notablemente, las dosis de
2 mg/kg y 3 mg/kg administradas cada 28 dias alcanzaron concentraciones pico
elevadas con concentraciones minimas ("troughs”) marcadas. La dosis de 1 mg/kg
administrada cada 14 dias alcanzé una concentracion ascendente con
concentraciones minimas méas pequefnas. Después de la segunda dosis, la dosis
de 1 mg/kg administrada cada 14 dias mantuvo una concentracion sérica media
en pacientes por encima de aproximadamente 12 microgramos/mL, mientras que
las dosis de 2 mg/kg y 3 mg/kg administradas cada 28 dias exhibieron
concentraciones minimas a una media de aproximadamente 8 y 10
microgramos/mL, respectivamente. Como se muestra en Figura 15, las
concentraciones minimas en concentracion sérica se reflejaron en efectos sobre
FSH. Se cree que la producciéon de FSH se estimula por activinas y, en
consecuencia, se espera que el uso de un antagonista de activina tal como
ActRIIb-hFc inhiba la produccién de FSH. En efecto, todas las dosis de ActRllb-
hFc exhibieron alguna inhibicién de FSH. Esto se muestra por los trazados que
descienden debajo del eje X en Figura 15. Interesantemente, la dosis de 1 mg/kg
administrada cada 14 dias no exhibié disminucion media en la inhibicion de FSH
durante el periodo de dosificacién, mientras que las dosis de 2 mg/kg y 3 mg/kg
administradas cada 28 dias exhibieron un incremento sustancial en la produccién
de FSH (por lo tanto una reduccion en la supresién de FSH), que correspondia a
la concentracién minima en concentracion sérica (a grandes rasgos, entre los dias
del estudio 15 y 36). Concluimos que medicar proteinas ActRIIb-hFc en una
manera que permite que la concentracion sérica caiga a un nivel tan bajo como 8
o 10 microgramos/mL causa una liberaciéon taransitoria en la supresién de la
sefalizacion de activina por el medicamento y, quizas, una liberacion transitoria en
la supresion de otros ligandos, tales como miostatina o0 GDF-11. Notablemente,
la dosis de 1 mg/kg administrada cada 14 dias pareci6é causar un mayor aumento
en masa muscular, segun se midié por la masa magra corporal total (véase Figura
16) que el logrado por las dosis menos frecuentes de 2 mg/kg y 3 mg/kg. Mientras
los pacientes en el régimen de dosis de 2 mg/kg y 3 mg/kg administradas cada 28
dias recibieron un total de 4 o 6 mg/kg de medicamento durante este estudio, los
pacientes en el régimen de dosis de 1 mg/kg administrada cada 14 dias recibieron
un total de unicamente 3 mg/kg de medicamento durante el estudio. No obstante,
la dosis menor, mas frecuente, proporciond un efecto aparente mayor sobre la

masa muscular (exhibida en este estudio como una tendencia que no alcanza
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significacion estadistica). Se espera que esta eficacia superior con una menor
dosis se deba a la mas sostenida supresién del ligando que ocurre con el régimen
posolégico mas frecuente, como se muestra por los efectos sobre FSH. Como
consecuencia, se espera que el régimen posoldgico, que mantiene una
concentracion sérica por encima de alrededor de 8, 10 o 12 microgramos por mL,
ofrezca una eficacia éptima para los medicamentos basados en el modo de accién
de ActRllb-hFc. Esta conclusion debe ser aplicable a una amplia gama de
proteinas ActRIIb-hFc, independientemente de la semivida sérica, siempre y
cuando tales proteinas tengan una afinidad para activinas y miostatina/GDF-11
que esta en el mismo rango que para ActRIIb-hFc silvestre.

INCORPORACION POR REFERENCIA

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en esta especificacion se
incorporan aqui por referencia en su integridad, como si especifica e
individualmente se indicara que cada publicacién o patente individual se incorpora

por referencia.

Aunque las modalidades especificas del asunto en cuestiébn se han
discutido, la anterior especificacion es ilustrativa y no restrictiva. Muchas
variaciones seran evidentes a los expertos en el arte luego de la revisiéon de esta
especificacion y las siguientes reivindicaciones. El ambito completo de la invencion
debe determinarse por referencia a las reivindicaciones, junto con su completo

alcance de equivalentes, y la especificacion, junto con tales variaciones.
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Reivindicamos:

1. Un método para medicar a un paciente con una proteina de fusién ActRIlb-
Fc, método que incluye administrar una proteina de fusién ActRIIb-Fc al paciente
en un régimen posolégico que mantiene una concentracién sérica de la proteina

de fusion ActRIIb-Fc de por lo menos 8 ug/mL.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la concentracion sérica de la
proteina de fusion ActRIIb-Fc se mantiene en una concentracion de por lo menos
10 pg/mL.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde la concentracién sérica de la
proteina de fusion ActRIIb-Fc se mantiene en una concentracion de por lo menos
12 pg/mL,

4. El método de la reivindicacion 3, en donde la concentracién sérica de la
proteina de fusion ActRIlb-Fc se mantiene en una concentracién de por lo menos
20 uyg/mL.

5. El método de Ila reivindicacion 1, en donde ia concentracién sérica de la
proteina de fusion ActRllb-Fc se mantiene en una concentracién de entre 8-70
Mg/mL.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la pauta
posologica implica administrar por lo menos 0.3-5 mg/kg de la proteina de fusién
ActRIIb-Fc al paciente.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde la pauta posoldgica implica
administrar por lo menos 1-3 mg/kg de la proteina de fusion ActRllb-Fc al
paciente.

8. El método de la reivindicaciéon 7, en donde la pauta posolégica implica

administrar 1 mg/kg de la proteina de fusion ActRIlb-Fc al paciente.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la pauta
posolégica implica administrar la proteina de fusion ActRIlb-Fc al paciente una vez
cada 5 a 30 dias.

10.  El método de la reivindicacion 9, en donde la pauta posolégica implica
administrar la proteina de fusién ActRilb-Fc al paciente una vez cada 10-16 dias.
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11. El método de la reivindicaciéon 10, en donde la pauta posolégica implica

administrar la proteina de fusién ActRlIIb-Fc al paciente una vez cada 14 dias.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde la pauta posolédgica implica
administrar 1 mg/kg de la proteina de fusién ActRIlb-Fc al paciente una vez cada
14 dias.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el
paciente estd necesitado de mayor crecimiento 6seo, mayor densidad 6sea o
mayor resistencia 6sea.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el

paciente esta sufriendo de un trastorno relacionado con los huesos.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el
paciente tiene cancer.

16.  El método de la reivindicacion 15, en donde el paciente tiene cancer de
mama.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el
paciente esta sufriendo de un trastorno asociado con pérdida muscular o
crecimiento muscular insuficiente.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde la

proteina de fusién ActRIIb-Fc se selecciona del grupo conformado por:

a) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
90% idéntica a SEQ ID NO:2, 30 13;

b) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
95% idéntica a SEQ ID NO:2, 3013;

c) un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2, 30 13;

d) un polipéptido que incluye por lo menos 50 aminoacidos consecutivos de
SEQID NO: 2;y

e) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos

83

W



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

90% idéntica a una porcion de ActRllb, en donde el extremo N-terminal
corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 19-25
de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal corresponde a un residuo de aminoacido
seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:1;

f) un polipéptido que incluye una secuencia de aminoéacidos por lo menos
95% idéntica a una porcion de ActRllb, en donde el extremo N-terminal
corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 19-25
de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal corresponde a un residuo de aminoacido
seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:1; y

g) un polipéptido que incluye una porciéon de ActRIlb, en donde el extremo
N-terminal corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los
aminoacidos 19-25 de SEQ ID NO:1 y el el extremo C-terminal corresponde a un

residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:
1.

19. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en donde la

proteina de fusién ActRIIb-Fc¢ tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

se une a un ligando ActRIlb con una Kp de por lo menos 107 M: e

inhibe la sefalizacion ActRllb en una célula.

20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en donde la
citada proteina de fusién ActRIlb-Fc incluye uno o mas residuos de aminoacido
modificados seleccionados de: un aminoéacido glicosilado, un aminoacido pegilado,
un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoéacido biotinilado, un
aminoacido conjugado a una fraccion lipidica, y un aminoacido conjugado a un
agente organico de derivacion.

21. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en donde la
proteina de fusién ActRIIb-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que es

por lo menos 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

22. El'método de la reivindicacién 21, en donde la proteina de fusion ActRIIb-Fc

comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 95% idéntica a la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

23. El método de la reivindicaciéon 22, en donde la proteina de fusién ActRIlb-Fc

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D NO:3.

24. Elmétodo de la reivindicacion 23, en donde la proteina de fusion ActRIlb-Fc

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

25. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-24, en donde la
proteina de fusion ActRllb-Fc tiene una semivida sérica de entre 10 y 16 dias en

humanos sanos, normales.

26. Un método para medicar a un paciente con una proteina de fusion ActRIIb-
Fc, método que incluye medicar el paciente con 0.3 a 5 mg/kg de ActRIIb-Fc una
vez cada 5 a 30 dias.

27. El método de la reivindicaciéon 26, en donde el paciente se medica con 1-3
mg/kg de ActRlib.

28. El método de la reivindicacién 26-27, en donde el paciente se medica con
ActRIIb cada 10-16 dias.

29. El método de la reivindicaciéns 26-28, en donde el paciente esta necesitado

de mayor crecimiento éseo, mayor densidad 6sea o mayor resistencia 6sea.

30. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-29, en donde el

paciente esta sufriendo de un trastorno relacionado con los huesos.

31. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-28, en donde el
paciente tiene cancer.

32. El método de la reivindicacion 31, en donde el paciente tiene cancer de
mama.

33. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-28, en donde el
paciente estd sufriendo de un trastorno asociado con pérdida muscular o

crecimiento muscular insuficiente.

34.  Un método para (i) promover el crecimiento 6seo anabélico, o (i) tratar un
tumor 6seo, método que incluye administrar a un sujeto una cantidad efectiva de
una proteina de fusion ActRllIb-Fc.
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35. El método de la reivindicacion 34, en donde el paciente esta sufriendo de

mieloma multiple.

36. El método de la reivindicacion 34, en donde el paciente esta sufriendo de

un cancer que ha hecho metastasis al hueso.

37. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-36, en donde la

proteina de fusién ActRIlb-Fc se selecciona del grupo conformado por:

un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
90% idéntica a SEQ ID NO:2, 3 0 13;

un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
95% idéntica a SEQ ID NO:2, 30 13;

un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, 3
0 13;

un polipéptido que incluye por lo menos 50 aminodacidos consecutivos de
SEQ ID NO: 2;

un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
90% idéntica a una porcion de ActRIllb, en donde el extremo N-terminal
corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 19-25
de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal corresponde a un residuo de aminoacido
seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:1;

un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos por lo menos
95% idéntica a una porcién de ActRIlb, en donde el extremo N-terminal
corresponde a un residuo' de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 19-25
de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal corresponde a un residuo de aminoacido
seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO:1;y

un polipéptido que incluye una porcién de ActRIIb, en donde el extremo N-
terminal corresponde a un residuo de aminoacido seleccionado de los
aminoacidos 19-25 de SEQ ID NO:1 y el extremo C-terminal corresponde a un

residuo de aminoacido seleccionado de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID
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NO:1.

38. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-37, en donde la

proteina de fusion ActRIlb-Fc tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:
se une a un ligando ActRIlb con una Kp de por lo menos 107 M; e
inhibe la sefalizacién ActRIlb en una célula.

39. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-38, en donde la
citada proteina de fusion ActRlIIb-Fc incluye uno o mas residuos de aminoacido
modificados, seleccionados de: un aminoacido glicosilado, un aminoécido
pegilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido
biotinilado, un aminoacido conjugado a una fraccién lipidica, y un aminoacido

conjugado a un agente organico de derivacion.

40. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 26-39, en donde la
proteina de fusion ActRIlb-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que es

por o menos 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

41.  El método de la reivindicacion 40, en donde la proteina de fusion ActRllb-Fc
comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 95% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

42. El método de la reivindicacién 41, en donde la proteina de fusion ActRIlb-Fc

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

43. El método de la reivindicacién 42, en donde la proteina de fusién ActRIlb-Fc
comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ 1D NO:2.

44.  El metodo de una cualquiera de las reivindicaciones 34-43, en donde la
proteina de fusion ActRIIb-Fc tiene una semivida sérica de entre 10 y 16 dias en

humanos sanos, normales.

45. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 34-44, en donde la
proteina de fusion ActRIIb-Fc se administra al paciente no mas frecuentemente
gue una vez por semana.

46. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 34-45, en donde la

87



WO 2011/031901 PCT/US2010/048322

proteina de fusién ActRIIb-Fc se administra al paciente no mas frecuentemente

que una vez cada dos semanas.

47. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 34-46, en donde la

proteina de fusion ActRIIb-Fc se administra al paciente cada 10-16 dias.

48. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 34-47, en donde la

proteina de fusiéon ActRlIIb-Fc se administra al paciente cada 10 dias.

49. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-48, en donde la

proteina de fusion ActRlIlb-Fc inhibe la resorcién 6sea.

50. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-49, en donde el

paciente recibe ademas un agente anti-resorcién.

51.  El método de la reivindicacién 50, en donde el agente anti-resorcion es un

agente bisfosfonato.

52.  El método de la reivindicaciéon 50, en donde el agente anti-resorciéon €s un

antagonista de ligando RANK o antaganista de osteoprotegrina.

88
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RESUMEN

En ciertos aspectos, la presente invenciéon proporciona composiciones y
métodos para promover el crecimiento 6seo e incrementar la densidad 6sea, asi
como para el tratamiento de mieloma muitiple. Se proveen también métodos para
medicar a un paciente con un antagonista ActRIlb.
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PATENTEDEINVENCION [ | - WODELODE UTILIDAD | | " Art33 Decision 486/00

lndicaciép que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

OOECO

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso forrmato de descuento)
Completa [:I Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT d MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

BIEQSNNG

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D ‘ Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ _| (Att. 119 Decisién 486/00)
D Indicacion que se solicita Disefio industrial
|:| Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
[:l Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material gue incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | .~ (Art. 92 Decisién 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
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