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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2006045322

Box No.| Basls of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been astablished on the basis of:
& the internaticnal application in the language in which it was filed

O atranstation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposss of international search {Rules 12.3(a} and 23.1 (b)),

. With regard to any nucleotide andior aming acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been astablished on the basis of: ,

‘ a. type of material:
B asequencs listing
0O table(s) related to the saquanca listing
b. {format of material:
8  on paper
@ In electronic form
c. tfime of flingfurnishing:
8 -contalned In the international application as filed.
1 filed together with the international application in elactronic torm.
furnished subsequently to this Authority for the purposss of search.
. @ 1n addition, in the case that more than one version or copy of a saquence listing andior table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additionat

coples is identical to that in tho appfication as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

. Additional comments:

B8ox No. Il Priority

. O The validity of the priority claim has not besn considered because the International Searching Authority
does nol have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a trenslation of that earlisr application. This opinion has nevernhelass been established on the
assumption that the ralevant date (Rulss 43b/s.1 and 64.1) is the claimed priority date.

. @O This opinion has besn established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has baen found invalid (Rules 43bis.1 ang 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
fikng date indicated above is considered to be the relevant date.

. Additional observations, if necessary:

86 rale §

Form PCTISA/237 (April 2005)
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WRITTEN CPINION OF THE Intarnational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY _ PCTUS2006045322

Box No. Il Men-eatablishment of opinion with regard to nevalty, inveative step and industrial
appdicabllity L :

The guestions whather the clalmed Invention &ppéars 1o be navel, lo invalva an inventive step {to be non
obvigus), of 1o be industrially applicable have not been axaminsd in respect of

O the entire Internatlonal applicaton -

2 claims Nos. 13:26.82-26.38-47

bacauss:

2 the said international appii&aﬁun. or the sa2id claims Nos. 13-2832-3638-47 relata ke the following subject
matter which doas nol require an Inlernational search {speci):

s Sopar

U the desetiption, claims ar drawings findicate pariioutar elements befew! o said claims Mos.  are 50 unglear
that i meaningiul epinion could ba formed {specly}

O the claims, or said claims Nos. aré 80 inadaquabely suppdrad by tha daseription that no meaningful cpinion
could be formed (spscify);

T nointernational search re'part'has bean astabiished for tha whole application or for said claims Mos.

O & meaningtul opinion could not be formed without thé saquénca listing; tha applicant gid not, within the
piescribad time limit: :

O turnish a saquence [1sting on papsr complying with the standa« provided for in Annex C ol the
Administrative Instructiens, and such Iisting was nat zvellabls to the Internallonal Ssarching
Autharity in a ferm and mannar acceptable to it

0. Eurmsh & am‘uence listing-in &lsctranic karm complying with the standard provided for in Annex
of tha Administrative Insiructions, and such listing was ot available to the Intemational Searchlng
Authaﬂiy in a farm end marnner accaptab!a 15 it i .

O pay the required Iata furnlshing tee for the furnlshing of a sequance listmyg in resﬁnnse ta an
lnvltation under Hulas 131801 (&) or (b

O  a meaningiul ophicn cnuld not be formed without tha tables relatad fo the sequence listings: ihe applicant
did not, within tha prasoribed tma limil, furnish such tables in electronic form complying with the tachnical
requiramants provided for in Annex C- bis uf the Administeative Instructions, and sueh tables wara not
avaitable to the Intsmarional Searching Authsrity in & forml and manner acceptabh ta it.

O the tables related 1o the nuiieolide andbyr amino acid sequance histing, il in electronic form only, da nol
. eamply wkth the technica! reqwrﬁmants pmaﬂdad forn Ann&:t C-bis af the Adminigtrative instructions.

O Seo Supplamental Box 161 further details

oA e e

Porm PCTASAS 23T (Aprd 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2006/045322

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard (o novelty, inventive step or
Industrial applicabllity; cltations and explanations supporling such statement

1. Stalement

Nowvelty (N) Yes: Claims 1-17,20.38- 1.54
No: Claims 18 1-37.49,52

Inventive step (IS) Yes: Claims 1-17,20,38-48.50,51,54
No: Claims 18.19.21-37. 4

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-12.29-31,37.48-54
No: Claims -

2. Citations and explanations
see separate gheet

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or
2. Non-written disclosures (Rules 43b/s.1 and 70.9)

see form 210

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) - PCT/US2008/045322

Re ltem |l

1.

It appears that the priority is validly claimed.

Be ltem i

For the assessment of the present claims 13-28, 32-36, and 38-47 on the question
whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the formulation of
the claims. The EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the
subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but may
allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment and
the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment.

Re ltem V and V)il

The present application relates to activin-binding ActRlla polypeplides, ActRlla-Fc¢
fusion proteins and the use of antagonists of said molecules for treating bone-related
disorders.

Reference is made to the following documents (the document numbering
corresponds to their order of citation in the International Search Report):

D1: WO 2005/094871 A (ACCELERON PHARMA INC [US]; KNOPF JOHN [US];
SEEHRA JASBIR [US]) 13 October 2005 (2005-10-13)

D2: WO 2005/028517 A (GEN HOSPITAL CORP [US]; LIN HERBERT Y [US]; DEL
RE ELISABETTA [US]; SC) 31 March 2005 (2005-03-31)

D4: WO 2005/097825 A (XENCOR ING [US]; DESJARLAIS JOHN R [US);
MARSHALL SHANNON ALICIA [US];) 20 October 2005 (2005-10-20)

D5: US-A-6 093 547 (JIN DONALD F [US] ET AL) 25 July 2000 (2000-07-25)

Claims 1-12 restricted to the ActRila-hFe fusion protein having the sequence as

Farm PCTASA/237 (Separale Sheet) (Sheat 1) (EPO-April 2005)

16



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/045322

shown in SEQ ID NO: 7 (and its corresponding DNA as shown in SEQ D NO: 14)
appear neither to be known in the description nor to be suggested. Hence, said
claims appear t0 meet the requirements of Article 33(2) and (3) PCT.

4. Claims 13-17 directed to methods for promoting bone growth under the use of
specific polypeptides (SEQ ID NOs: 2 and/or 3} appear also to be in accordance with
Article 33(2) and (3) PCT.

D4 and/or D5 disclose polypeptides having the requested amino acid sequence
identity however, lacking the teaching of the use of said molecules for the ¢claimed
method to promote bone growth, increase bone density etc.

Hence, methods restricted to the specific molecules appear to be novel and inventive.

5.  However, there are also clalms which are not restricted to specific molecules but
which refer to any antagonists. Such claims are anticipated by any prior art referring
to any kind of antagonists of activin or ActRlla.

D1 and D2 are two examples for such conflicting pricr art. D1 describes BMP-3
propeptides which inhibit the interaction between mature BMP-3 and ActRlla and
thus inhibit the signaling. BMP-3 bind to ActRila and are used for promoting bone-
growth and/or inhibiting bone-loss. The BMP-3 propeptides ¢an thus be considered
as antagonists of ActRlla since they compete with BMP-3 and can be used for bone-
related disease treatment.

D2 discloses a complex between a TGF-beta type !l receptor and a scluble activin
type Il or type 11B receptor which can be used for treating different disorders, inter alia
bone disorders.

Inhibin and betaglycans described therein can also be considered as antagonists of
activin or its receptor.

Hence, due their breadth all claims not being restricted to specific molecules, namely
claims 18, 19, 21-37, 49, 52 and 53 do not meet the requirements of Article 33(2) and
(3) PCT in view of any prior art referring to any kind of antagonists of activin or
ActRlla, as described e.g. in D1 and/or D2.

6. It has furthermore to be noted that expressions like agonists and antagonists could

lack clarity (Article 6 PCT). Such compounds should be defined by structural features,
not by their activity (note that e.g., sulfuric acid is a very strong antagonist of all

Fartn PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005}



WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/045322

poiypeptides.

7. The expression "second bone-active agent” used e.g. in claims 27 or 29 is not clear
in the sense of Article 6 PCT.

8. Claim 11 referring to human cells could possibly embrace subject-matter like human
germ cells, human embryonic stem cells, etc. which would cause problems under e.g.
Rule 23d EPC in the Eurcpean phase.

9. Expressions like "incorporated herein by reference” used throughout the whole

description render the true scope of the application unclear and are thus not in
accordance with Article 6 PCT.

Be ltem VI

1. The following document(s) may become relevant in the European phase under Article
54(3) and (4) EPC:

D3: WO 2006/012627 A (ACCELERON PHARMA INC [US); KNOPF JOHN [US]:
SEEHRA JASBIR [US}) 2 February 2006 (2006-02-02)

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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_Bitte beachten Sie, dass angefiihrte Nichtpatentliteratur (wie z.B.
wissenschaftliche oder technische Dokumente) je nach geltendem Recht
dem Urheberrechtsschutz und/oder anderen Schutzarten fir schriftliche
Werke unterliegen kdnnte. Die Vervielfaltigung urheberrechtlich
geschitzter Texte, ihre Verwendung in anderen elektronischen oder
gedruckten Publikationen .und ihre Weitergabe an Dritte ist ohne
ausdrickliche Zustimmung des Rechtsinhabers nicht gestattet.

Veuillez noter que les ouvrages de la littérature non-brevets qui sont
cités, par exemple les documents scientifiques ou techniques, eic,,
peuvent éfre protégés par des droits d'auteur et/ou toute autre protection
des écrits prévue par les législations applicables. Les texies ainsi
protégés ne peuvent étre reproduils ni utilisés dans d'autres publications
électroniques ou imprimées, ni red:ffusés sans l'autorisation expresse du
titulaire du droit d'auteur.

Please be aware that cited works of non-patent literature such as
scientific or technical documents or the like may be subject to copyright
protection and/or any other protection of written works as appropriate
based on applicable laws. Copyrighted texts may not be copied or used
in other electronic or printed publications or re-distributed without the
express permission of the copyright holder.
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ANTAGONISTAS DE ACTIVINA-ACTRIIA Y USOS
PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO OSEO

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta soclicitud reivindica el beneficio de las
Solicitudes Provisionales EE.UU. N° 60/739.462, depositada
el 23 de Noviembre de 2005, 60/783.322, depositada el 17 de
Marzo de 2006, y 60/844.855, depositada el 15 de Septiembre
de 2006, cuyas sclicitudes son aqul incorporadas como
referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los trastornos del hueso, que. van de 1la
osteoporosis & las fracturas, representan un grupo de
estados patoldgicos para los cuales existen pocos agentes
farmacéuticos efectives. E1 tratamiento, en lugar de ello,
se centra en intervenciones fisicas y comportamentales,
incluyendo Ya inmovilizaciodn, el ejercicio y los cambios en
la dieta. Seria beneficioso disponer de agentes
terapéuticos gque promuevan el crecimiento &seo y aumenten
la densidad o¢sea con el fin de tratar una variedad de
enfermedades o6seas.

El crecimiento y 1la mineralizacién del hueso
dependen de las actividades de dos tipos celulares, los
osteoclastos y los osteoblastos, aungque los condrocitos y
las células de 1la wvasculatura también participan en
aspectos criticos de estos procesos. En el desarrollo, la
formacidén de hueso se produce a través de dos mecanismos,
la osificacion endocondral y la osificacidn
intramembranosa, siendo la primera responsable de la
formacidén longitudinal del hueso y la segunda responsable
de la formacidn de huesos topoldgicamente planos, tales
como los huesos del c¢raneo. La osificacidén endocondral
requiere la formacidén y <degradacién secuenciales de
estructuras cartilaginosas en las placas de crecimiento que
sirven como plantillas para la formacidén de osteoblastos,

de osteoclastos y de la vasculatura y para la posterior
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mineralizacidén. Durante la osificacién intramembranosa, se
forma el hueso directamente en 1los tejidos conectivos.
Ambos procesos requieren la infiltracidén de ostecoblastos y
la posterior deposiciédn de matriz.

Las fracturas y otras roturas estructurales del
hueso se curan por un proceso que, al menos
superficialmente, se parece a la secuencia de los fendmenos
del desarrollo de la osteogénesis, incluyendo la formaciédn
de tejido cartilaginoso y la posterior mineralizacién. El
proceso de curacidén de fracturas puede ocurrir de dos
formas. La curacidn directa o primaria del huesoc se produce
sin formacidén de callo; la curacidn indirecta o secundaria
del hueso se produce con una fase precursora de calloc. La
curacién primaria de fracturas conlleva la reformacidn de
la continuidad mecanica a través de una rotura
estrechamente dispuesta. En <¢ondiciones adecuadas, 1las
células de resorcidn Osea que rodean a la rotura muestran
una respuesta de resorcidén con tunelizacidén y establecen
vias para 1la penetracidén de vasos sanguineos y para la
posterior curacidn. La curacién secundaria de huesos sigue
un proceso de inflamacidn, formacidén de callo blando,
mineralizacidén del callo y remodelacién del callo. En la
fase de inflamacibén, se produce formacidon de hematomas vy
hemorragias como resultadeo de la rotura de los vasos
sanguineos periéstecos y enddstecs en el sitio de la lesiédn.
Las células inflamatorias invaden el area. En la fase de
formaciédn de callo blando, las células producen nuevos
vasos, fibroblastos, material intracelular y células de
soporte, formando tejido de granulacidn en el espacio entre
los fragmentos de la fractura. 3e establece 1la unidn
clinica a través de la rotura por tejido fibroso o
cartilaginoso (calle blando). Se forman osteoblastos V%
éstos median en la mineralizacidn del calle blando, que se
substituye entonces por hueso lamelar y queda sometido a
los procesos normales de remodelacidén.

Ademas de fracturas y otras roturas fisicas de
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la estructura &ésea, la pérdida de contenido 6seo mineral y
de masa ésea pueden estar causadas por una amplia variedad
de condiciones y pueden dar lugar a problemas médicos
significativos. Se producen camkbios en la masa dsea de un
modo relativamente predecible a lo largo de la vida de un
individuo. Hasta aproximadamente la edad de 30, los huesos
tanto de hombres comoc de muijeres <crecen hasta su masa
maxima por crecimientc lineal de las placas de crecimiento
endocondrales Y crecimiento radial. Después de
aproximadamente la edad de 30 (para el hueso trabecular,
v.g., huesos planos tales como las vértebras y la pelvis) y
la edad de 40 (para el hueso cortical, v.g., huesos largos
que se encuentran en los miembros), se produce una lenta
pérdida ésea tanto en hombres como en mujeres. En mujeres,
se produce también wuna fase final de pérdida Osea
substancial, probablemente debido a deficiencias
estrogénicas posmenopausicas. Durante esta fase, las
mujeres pueden perder un 10% adicional de masa 6bsea del
hueso cortical y un 25% del compartimento trabecular. E1
que una pérdida oésea progresiva dé lugar a una condicidn
patolégica, tal como la osteoporosis, depende en gran
medida de la masa 6ésea inicial del individuo y de si
existen condiciones exacerbantes.

La pérdida oOsea se caracteriza a veces como un
desequilibrio en el proceso de 'remodelacién normal del
hueso. El hueso sano estéd constantemente sujeto a
remodelacién. La remodelacidén comienza con resorciédn del
hueso por los osteoclastos. El huesoc resorbido es entonces
substituido por nueve tejido oéseo, que se caracteriza por
formacién de coldgeno por los osteoblastos y posterior
calcificacidn. En individuos sanos, las velocidades de
resorcién y formaciédn estan eguilibradas. La c¢steoporosis
es una condicién progresiva crénica, marcada como un desvio
hacia la resorcién, dando lugar a una disminucién global de
la masa 6ésea y de la mineralizacidon 6sea. La osteoporosis

en humanos va precedida de osteopenia c¢linica (densidad
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mineral del hu=sso maydr de wna desviacidn estindar, pero
mencr de Z,5 desviaciones esﬁandar por debajo del wvalor
medic para e) hueso adulto Joveni. Aproximadamente 75
millones de perscnas tisnen riesgo de osteoporosis en todo
el mundeo.

Azi, los métodos paia contralar el equilibrico
entre la’ actividad de osteoclastos y osteoblasteos pusden
ser ttiles para promover la curacidn de fracturas y otras
lasiones del hueso, asi como para =1 tratamiento de
trastornos, tales como la osteoporosis, asociados a perdida
de masa Gsea y de minerallzacidon dsea.

Con  respecito a la Gstempgrosis, 52 usan

estrdgenos, oalcitonina, - ostecgalcina con vitamina K o

altas dosis de ralcic en la dieta todos ellcs como

intervencliones terapeuticas. Otras aproximaciones
terapéuticas a la osteocporosis incluyen bisfosfonatos,
hormona paratiroidea, calcimiméticos, estatinas, esteroides
anabhdlicaos, sales de lantano ,y. estroncio v fluorurc de
sodio. Dicheos agentes terapéuticcs, gin embargo, se asocian
frecuentemente a efectos colaterales indeseables.

Es, por lo tanto, un objets de la presente
descripcidén proporcicnar compesiciones y  métcedos  para
promover el crecimiento y la mineralizaciéen del hueso.
RESUMEN DE LA INVENCICN | -

En parte, la descripcidén demuestra gue se

- pueden u=zar molaculas que tienen -actividad antagonigta de

la activina o de ActRIIa {“antagonistas de activina® v
"antageonistas de ActRIIa”) para aumentar la densidad Ssea,
promovey el creclmiento oOseo y/o aumentar la resistencia
Gsea. En particular, la descripeién demuestra gue una forma
sogluble de ActRIIa actia como inhibidor de 1la geflalizacidn
de  activina-ActRIIa ¥ promueve mayvor densidad ésea,
crecimiento dseo y resistencia oOsea In vivo. Aungue la
mavoria de los agentes farmacéuticos gue premueven el
crecimisnto dseo o inhiben la pérdida d&sea actidan come

agentes anticatabélicos {a los gue también se hace
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comunmente referencia como “agentes catabdlicos”) (v.g.,
bisfosfonatos) 0 agentes anabodlicos (v.g.., hormona
paratiroidea, PTH, cuando se dosifica apropiadamente), la
proteina ActRIIa soluble exhibe una actividad doble, con
efectos tanto catabdlicos como anabdlicos. Asi, la
descripcién establece gque los antagonistas de la ruta de
seffializacidén de activina-ActRIIla pueden ser usados para
aumentar la densidad del hueso y promover el crecimiento
del huesoc. Aungque la ActRIIa soluble puede afectar al hueso
por un mecanismo distinto del antagonismo de la activina,
la descripcidén demuestra, no obstante, que se pueden
seleccionar agentes terapéuticos deseables en base a 1la
actividad antagonista de activina-ActRIIa. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones, la descripcidn proporciona métodos
para usar antagonistas de activina-ActRIIa, incluyendo, por
ejemplo, polipéptidos ActRIIa que se wunen a activina,
anticuerpos anti-activina, anticuerpos anti-ActRIIla,
pequefias moléculas y aptédmeros dirigidos a activina o a
ActRITa y &cidos nucleicos qgue reducen la expresidn de la
activina y de la ActRIIa, para tratar trastornos asociados
a una baja densidad ésea o0 una baja resistencia osea, tales
como la osteoporosis, o para promover el crecimientoc dseo
en pacientes gue lo necesiten, tal como en pacientes que
tienen una fractura o¢sea. Adicionalmente, el polipéptido
ActRIIa soluble promueve el crecimiento 6seo sin causar un
aumento consistentemente mensurable en la masa muscular.

En ciertos aspectos, la descripcidén proporciona
polipéptidos consistentes en un polipéptido ActRIIa soluble
gque se une a activina. Los peolipéptidos ActRlIa pueden serx
formulados .como una preparacidén farmacéutica consistente en
el polipéptido ActRIIa que se une a activina y un soporte
farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, el
polipéptido ActRIIa que se une a activina se une a activina
con una Ky menor de 1 micromolar o menor de 116G, 10 & 1
nanomolar. Eventualmente, ¢l polipéptido ActRIIa que se une

a activina se une selectivamente a la activina frente a
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GDF11 y/o GDFE, y preferiblemente con una Ky que s al
mencs 10 veces'menor, 20 veces ménoz a 50 wveces menor con
respecto a la activina gque con respecte a GOFLIL v/o GDFE.
Aungue no quersmos inclinaracs pér un mecanismo particular
de accién,! se espera que este grado de selectividad para la
inhibicién de la activina sobre la inhibicidn de GDF11/GDES
dé cuenta del efecto selectivo sobre'el huesa 2in un efecto
consistentemenﬁe mensurable schre el musculoe. En muchas
realizaciones, <1 polipéptido ActRITIa serd seleccionado
para gque cause menos de un 15%, menos de un 10% o menos de

un 5% de aumento en el miscule a deosls gue consiguen

efectos deseables gocbre el "hueso. Preferiblemente, 1la

composicidn es al mencs un $5% pura con respecto a otros
conmponentes pel#peptidicos, segun se valora por
cromatografia de exclusién = por tamaiios, Y mas
prefariblemente la composicion &2 gl menos un 28% pura. Un

pelipsptido ActRIla gque se une a activinag para uasce en dicha

‘preparacidn puede ser cualquiera de los agqui descritos, tal

cama un polipéptido gue tenga una secuencis de amincacides
seleccionada entre las SEC ID W°: 2, 3, 7 & 12, o que tenga
una secuaencia de aminoacidos gue sea al menos un 80%, BS5%,
90%, 95%, 97% o 99% idéntica a una secuencls de aminoacidos
selecciconada entre las SEC ID N°: 2, 3, 7, 12 & 13. Un
polipéptido ActRITa gue se une a activina puede inclulzr un
Lragmento funciﬁnal de un polipéptidc AcCtRY¥Ia natural, tal
como ung gue contenga al menos 10, 20 & 30 aminoidcidos de
una secuencia seleccionada entre las SEC ID HN°: 1-3 o una
secuenclia de la JEC ID N°: 2, carente de 1los 10 a 1%
gminocacidos C—terminales {la “coia"}.

Un pelipeptide ActRITa gque se une 'a activina
soluble puede includir wna o més alteraciones en la
secuencia de amincacidos {v.g., en el dominio de unidén a
ligande) en relacidn a un polipeptidoa ActRIIa natural. Se
facilitan ejemplos de pelipéptidos ActRIIa alterados en WO
20067012627, pp. 55-60, aguil incerporada <ome referencia.

La alternacidén en la secuencia de amincicides pu=de, por
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‘ejemplo, alterar la glicoxilacidn del polipéptido cuandc se

produce en  una célula de mamiferc, insgecto v otro
eucarionte, o alterar la escisién proteclitica del
polipeptido en relacidén al polipéptido ActRIIa natural.

Un polipéptido ActRIla gque se une a activina
puede ser una proteina de fusidén que tenga, . como  un
dominie, un polipéptide ActRIIa {v.g., una parcién de unién
a ligando de una ActRIIa)l y uno o mds dominlos adicicnales
gue proporcionan una propiedad dessgable, tal como una mejor
farmacocinetica, una mas facil purificacidén, abordaje de

tejides particulares, etc, Por ejemplo, un dominio de una

proteina de fusidn poede aumentar una o mas de estabilidad

in vaivo, vida media in viveo, baptacién / administracidn,
localizacidn o distribucion en tejidos, formacién de
complejos proteicos, multimerizacién de la proteina de
fusidn vy/o purificacién. Una proteina de fusidn ActRIIa de
unién a activina puede  dincluir un  deominic Feo de
inmuneglobulina (de tipo salvaje o muatante) o uUna porcién
de seroalbimina . ¢ de otro _ﬁoiipéptidn qua :praporciﬁne
propiedades dessables, tales tolalgita una mejor

farmacocinetica, una mejor solubilidad o una mejor

estabilidad. En una realizacion preferida, una fusidn

ActRIIa-Fc congsiste en urn enlazante - relativamente

desestructurads situado entrg‘el dominia Fo v el dominio
BetRITa extracelular. Este enlézante desestructurado pueds
corresponder a la reqgidn desestructurada de apreoximadamente
15 amincacidos en &l extremo C-terminal del dominic
extracelular de ActRIIa ({(la "“gola”), o pusde =er una
secusncia artificial de 1, 2,‘3,.4 4 5 amincacidos ¢ una
longiftud ge entre 5 y 15, 20, 30, 50 o mas amincaclidos que
estén relativamente libras de eatfuctura secundaria, © una
mezcla de ambas. Un enlazante puede ser rico en residucs de
glicina y prelina y puede, por gjlemplo, contener una sola
secuencia de treoninadserina v glicinas o© secuesncias

repetitivas de treoninafserina y glicinas (v.g., singletes

"o repéticiones TGy © B5G¢). Una - proteina de fusion puede
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incluir una subsecusncia de purificacion, tal como un
marcaje epitépico{ un marcaje FLAG, una secuencia de
polihistidina y una  fusion  GST. Eventualmente, un
polipéptide AgtRIIa soluble incluye uno o mas residuos de
amincdcidos modificados seleccicnados entre: un amino&cido
glicosilado, . un. amincacido PEGilado, un | aminoacido
farnesilado, un amincdcido acetilade, un  amincacido
bictinilado, un aminozcido conjugade a un resto lipidico y
un aminocacido conjugado a un agente derivatizante organico.
Una preparacidn farmacéutica puoede incluir también ane ©
mas compuestos  adiciconales, tales como un compuesto usado
para tratar ﬁn trastorne .Gseo. Preferiblémente, una
preparaclion farmacéutica eskd . substancialmente libre de
pilrégencs. En general, es preferible expresar una protelna
ActRIIa en una linea celular de mamiferosz que media
adecuadamente en la glicosilacidn natural de la proteina
ActRITa para disminuir la probabilidad. de una respuesta
inmune desfavorable en un paciente. Se han'usada‘can exito
lineas celulares humanas y CHO v se espera que abros
sistemas de expresion de mamiferos comunes resulten tiles.
Tal como se describe agui, las proteinas
ActRITIa designadas como ActRITIa-Fc  (una forma <on  un
enlazante minime entre la porcidn ActRIIz y la porcidn Fc}
tiensan propiedades deseableaes, 'incluyen unioén selectiva a
activina frente a GDIE yfﬁ GDEF1ll, unidn a ligandos de alta
afinidad vy wvida media en suerc mayor de dos semanas en
modelos animales. En ciertas realizaciones, la invencidén
proporciana polipéptidos BectRITa-Fo ¥ preparaciones
farmacéuticas gue contaenen dichos peolipéptides y  un
gxcipiente farmacéuticamente aceptable. -

- En ciertos aspectos, la descripocién proporoiona
dcidos nucleicos codificantes de un polipéptido ACtRIIa de
unién a activina soluble. Un pelinucledtido aislado pueds
incluir wna secuencia codificante para un  polipéptide
hctRIZTa de umién. a activina soluble, tal c¢eme se ha

descrite antes. FPor ejemplo, un Aacido nucleldo aislado
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pﬁede ihcluif una secuencia ,codificanté de un dominio
extracelular fv.g,, dominia de unidén a ligando] de una
ActRILa vy una secuencia qgue codificaria para parte o todo
del deminic de trangmambrana y/o del dominic citoplasmico
de una ActRIIa, salwvo para un codon de parads situvade en el
dominia de transmembrana o el- deminio citoplasmico, o
situade entre .el dominio extracelular y el deminio de
tranasmemnbrana o dominio citoplismico. Por ejemplo, un
pelinucledtido aislado pueds incluir  una secuencia
polinucleotidica ActRITa de longitud completa, tal como la
SEC ID W°: 4 o 5, o una versidn parcialmente truncada,
incluyenda dicho polinucledtido aislado ademas un codon de
finalizacidn ‘de  1la tranacripcion  al ‘mencs seiscientos
nucledtidos antes del extrema 3' o de algﬁﬁ otro modo
situado de tal forma gue la traduccidén del polinucledtide
dé lugar a un dominie extracelular eventualmente fusicnado
a una porcidén truncads de una ActRITa de longltud completa.
“Una secuencia de acido nucleico preferida es la SEC. ID N°;
14. Los Acides nucleicos arjui  descritos pueden .estar
operativamente unidos a un promotor para expresion y la
descripeidn proporciona <élulas transformadas con diches
pelinucledtidos recombinantes, Preferiblemente, la ¢élula
@8 wna celula de mamifere, tal como una cé&lula CHO.

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona

métodos para preparar un polipéptide ActRIIa de unidn a
activina scluble. Dicho métcdo puede incluir la expresidn
de cualquiera de los acides nucleicos (w.g., SEC ID N°: 4,
5 0 14) aqui descritos en una gélula adecuada, tal como una
celula de ovario de hamster Chino {(CHO) . Dicho inétodo puede
consistir en: a) cultivar una célula en  condiciones
adecuadas para 1la expresidn del polipéptido ActRila
soluble, donde dicha celula es transformada "cen  una
construccién de expresién  de  RctRITa  soluble, y b
recuperar el polipéptido HctRiIa soluble asi expresado. Se
pueden recuperar las polipéptides ActRITa soiubles comg

fraggiones briutas, parcialmente purificadas ‘o altamente
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purificadas. Se puede conseguir Jla purificacién por una

serie de etapas de purificacién, incluyendo, por ejemplo,

una, dos o tres o mas de las siguientes, en cgualguiar

orden: cromatografia de proteina B, cromstografia @ de
intercambic anidénico (v.g., Q-sefarosal, cromatografia de
Lnteraccion hidrofébica {v.qg., - fenilsefarosal,

cromatografia - de exclusién por  tamafics vy cromatoérafia de
intercambio catidénice. l

En  ciertos aspectos, e  puede  usar un
antagonista activina—hctRIIé aqui descritao, tal COmMO N
polipéptide ActBRITa de wunidn a activina solukle, en un
método para premover el crecimiento &seo o aumentar la
densidad o6sea en un sujetu; En ciertas realizaciones, la
descripcién proporcicona métodos para tratar un trastorno
zsecciade a  baja  densidad  dsea, 0 para promaver el
crecimiento del hueso, en pacientes gue lo negesiten. Un
metodo puede consistir en administrar a un sujeto que lo
necesite unaf:cantidad efectiva de antagonista activina-
ActRITIa. En ciértos aspectos, . la descripceidén proporciona
usos del antagenista activina-actRIIa para preparar un
nedicamento para el tratamiento de un trastornc o condicidn
como agui se describe.

En cilertos aspectos, la descripcidn proporciona
un - método - para identificar un  agente gue - estimula el
crecimiento, o aumenta la mineralizacidén, del hueso. El
método consiste en: al ddentificar un agents de ensayo gue
se une a4 activina o un dominio de unidén a ligando de un
pelipéptide ActRITIa, v b} evaluar el efectos del agente
socbre el crecimienta o la mineralizacitén del hueszo.

BEEVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJCS ’

La Figura 1 muestra la purificacién de ActBRIla-
hEe expresad& en ¢élulas CHO. La proteina se purifica como
un solo pico, bien definido.

La Figura 2 muestra la unidn de ActRIIa-hFc a
activina ¥y GDF-11, sedgun Se mide por un ensayo BiaCore™.

La. Figura 3 muestra un esguemz para el Ensayo
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de Genes Informadores A-204.

11

la figura mueskira el vector
Informador: pGL3(CAGAY1Z (descritoc en Dennler vy col., 12828,
EMBC 17: 3021-3100}. La unidaﬁ. Ch@hl? esta presents en
genes que responden a TGF-Beta {(gen PATI-1,, por lo gue este

vector es de usoe, general para factores gue sehnalizan a

- través de Smad Z y 3.

La Figura 4 moeskra 1los efectos-ﬂé ActRITa-hFc
{diamantes) y ActRIIa-mFc (cuadrades) scbre la Seﬁalizacién
@LF-8 en €l Ensayo d= Genes Informadores BA-204. Ambas
proteinas exhibian una inhibicidén substancial de la
seflalizacldn mediada pox GRhF-8 a concentraciones
picomolares. -

La Figura 5 muestra los efectas -de tres
preparaciones ‘ diferantes de LectRITa-hFo sobre la
sefializacicén de GDF-11 en el Enéayo de Genes Informadores
B-204. |

La Figura E muestia ejemplos de imagenes DEXA
de ratones BALB/c tratados con control v con AotRITIa-mEC,
antes {(paneles superiores) y después (paneles inferiores)
del perlodo de tratamiento de 12 semanas. El sombreado mas
péalide indica un auvmenta &en la denszidad ésea.

La Figura 7 muestra una cuantificaciédn de los
efectes de ActRIla-mFc sobre la densidad mineral del hueso
en ratones BALB/c a lo largaideleericda de 12 semanas. Los
tratamientos fuercn: control {diamantes), dosificacidn de 2
mg/kg de RetRIIa-mFe {cuadrades), dosificacidn de & mg/kg
de BctRITa-mPo itriangulos) y dosificacién de 10 maskg de
ActRIIa-mPe [circulos).

La Tigura 8 muestra una cuantificacidén de los

‘efertos de ActRIIa-mFcC sobre &l contenido mineral del huoeso

en ratones BALB/c a lo largo del periodo de 12 gemanas. Los
tratamientos fuercn: control {diamantes), dpsificacién de 2
ing/kg de ActRIIa-mFc {cuadrades), dosificacidén de 6 mglkyg
de BActRITa-mPe (tridngulos) y dosificacidn de 10 mg/kg de
ActRITa-mE'c {&irculoa}.

La Figura 9% muestra una cuantificacidn de las
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afectos de ActRIIa-ml'c scbre }a densidad mineral asea del
huesn trabeculér en ratones CSTBLG ovariectomizados (OVE) o
sometideos a una operacidn de simelacre (SHAM) a lo large de
un pericdo de & semanas. Los tratamientes fueron control
{PBS) o dosificacidn de 10 mg/kg de ActRITa-m¥Fc (ActRILal.

La Figura 10 muest?? una cuantificacion de los
efectos de ActRIIa-mFc sobre =] hueso trabecular en ratones
C57BLE ovariectomizados (OVX) a le largeo de un perlode de
lZz semanas. Los tratamientos fueron contrkol (PBS, barras
rlaras) o dosificacién.de 10 mg/kg de ARctRITIa-mFo (ActRIIa,
barras cbhscouras).

La Figura 1l muestra una cuantificacién de los
efectos de ActRIIa-mFc sobre el huéso trabecular en ratones
C57BLS sometidos a una operacidn de simulacro después de un
periodo de tratamiento de 6 & 12 semanas. Loz tratamientos
fueron control (PR3, barras claras] o dosificacion de 10
ng/kyg de ActRITa-mFc {(ActRIIa, barras obscuras).

La -Figura 12 imuestra los resultadeos del
andlisis pQCT de la  densidad 6sea . en  ratones
ovariectomizades a2 lo largo de 12 semanas de tratamiento.
Los tratamientos fueron control {PRS, barras claras) o
ActRIIa—mFc (karras obscuras); eje y: mg/com. _

La Figura L3 representa los resultados del
anilisis pOCT. de 1la densidad &sea en ratones sometidos a
una operacidén de simulacro .a io_ largo de L2 semanas de
fLratamiento. Los traramientos fueron control (FBS, barras
claras] o ActRIIa-mFc {barfas oh=zcuras); eje v: mg/oam.

Las Figuras 14A y 14B muestran el analisgis DEXA
de cusrpo entero despdés de 12 semanas de tratamiento (A} Y
el analisis ex vive de fémures {B). Las Aaxeas ¢laras
representan areas de alta densidad Hdsea.

La Figura 15 muestra el analisi=s pQCT ex wvivo
del eje mnedio femoral despuss de doce semanas  de
tratamiento. Los tratamientes fueron contral (PBS, barras
ohecsras) y BotkRIIa-mFe (barras claras). Lasg cuatro barras

de la izguierda muestran la densidad dsea total, mientras
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gue las cuatro bharras de la derecha muestran la. densidad
dsea cortical. El primer par de bkarras en cada grupo de
cuatro harras representa los datos de ratones
ovariectomizados, mientras que el segundo par de barras
representa los datos de ratones sometidos a una operacién
de simulacro. '

La Figura 1¢ muestra el analisis pQCT ex viva y
el contenide dseo de diafisis del eje medio femoral después
de doce semanas de tratamiento., Los tratamientos fueron
control de vehicule (PBS; barras abscuras) o ActRIIa-mPc
{barras claras). Las ctuatro barras de la izquiefda nuestran
el contenide dseco total, mientras gue las cuatro barras de

la derecha muestran el contenide éseo cortical. El primer

- par de barras en cada grupo de cuatro barras representa los

datos de ratones ovariectomizados, mientras gque el segundo
par de barras repressnta los datos de ratones sometidos a
una operacidn de simulacro.

La Figura 17 muestra el analisis pQCT ex vivo
del e=je media femcral y el ﬁr;sar cortical femoral. Los
tratamientes fueron control {PBE3, bkarras obsouaras) o
AotRITa-wmFe  (karras claras). Las cuatro barras de 1la
izgquierda muestran la circunferencia endéstica, mientras
que las cuatfo barraz de la derecha muestran la
circunferencia perisstica. El primer par de barras ea cada
grupce de cuatrc barras represeﬁta loz datos de ratcones
avariectomizades, mientras gue el segunde par de barras
representa los datos de ratones sometidos a una operacién
de simalacre.

La Figura 18 representa loz resultados de las
pruekas mecéhicas de f[emures después de doce semanas de
tratamiente., .Los tratamientes fueron contrel  (PBS, barras
obscuras) y ActRITa-mFc {barras claras)y. Las dos barras de
la izguierda rapresentan | los datos de ratones
avariectomizados, mientras que las dos nltimas barras

representan les dates de ratongs sometidos a una operacidn

- de simulacro.
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La Figura 18 muestra los efectos de ActrlIa-mFc
scbre el volumen 6seo trabecular.

La Figura 20 muestra los efectos de Actrlla-mFc
sobre la arguitectura trabecular en el fémur distal.

La Figura 21 muestra los efectos de Actrlla-mFc
sobre el hueso cortical.

La Figura 22 muestra los efectos de ActrIIa-mFc
sobre la resistencia mecanica del hueso.

La Figura 23 muestra los efectos de diferentes
dosis de ActRIla-mFc sobre las caracteristicas del hueso a
tres dosificaciones diferentes.

La Figura 24 muestra la histomorfometria 6sea,
que indica que ActRIIa-mF¢c tiene una actividad doble
anabodlica y anti-resorcidn.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Visidn general

La superfamilia del factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-beta) contiene wuna variedad de
factores de <crecimiento que comparten elementos de
secuencia y unidades estructurales comunes. Se sabe que
estas proteinas ejercen efectos bioldégicos sobre una gran
variedad de tipos celulares tanto en vertebrados como en
invertebrados. Los miembros de la superfamilia realizan
importantes funciones durante el desarrollo embrionario en
la formacién de patrones y en la especificacidn tisular y
pueden influir en una variedad de procesos de
diferenciacién, incluyendo la adipogénesis, la miogénesis,
la condrogénesis, la cardiogénesis, la hematopoyesis, 1la
neurogénesis Y la diferenciacidn de las células
epiteliales. La familia se divide en dos ramas generales:
las ramas BMP/GDF y TGF-beta/Activina/BMP10, cuyos miembros
tienen efectos diversos, frecuentemente complementarios.
Manipulando la actividad de un miembro de la familia TGF-
beta, es con frecuencia posible producir cambios
fisioldgicos significativos en un organismo. Por ejemplo,

las razas vacunas Piedmontese y Belgian Blue llevan una
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mutacién de pérdida de funcidén en el gen GDF8 (también
llamado miostatina) que provoca un marcado aumento en la
masa muscular. Grobet y col., Nat. Genet. 1997, 17(1): 71-
4, MAs aun, en humanos, los alelos inactivos de GDE8 se
asocian a un aumento en la masa muscular y, segin se ha
descrito, a una fuerza excepcional. Schuelke y col., N.
Engl. J. Med. 2004, 350: 2682-8.

Las activinas son factores de crecimiento
polipeptidicos diméricos que pertenecen a la superfamilia

TGF-beta. Existen tres formas principales de activina (A, B
y AB), que son homo/heterodimeros de dos subunidades J

estrechamente relacionadas (BaBz, BsPs v B:Pe). E1l genoma
humano también codifica una activina C y una activina E,
que se expresan primariamente en el higado. En la
superfamilia TGF-beta, las activinas son factores utnicos y
multifuncionales que pueden estimular la produccién de
hormonas en célulgs de ovario y placenta, apoyar la
supervivencia de las células neuronales, influir en el
progreso de los ciclos celulares positiva © negativamente
dependiendo del tipo celular e inducir la diferenciaciédn
del mesodermo al menos en embriones de anfibios (DePaolo y
col., 1991, Proc. Scc. Ep. Biol. Med., 198: 500-512; Dyson
y c¢ol., 1997, Curx. Biol., 7: 81-84; Woodruff, 1998,
Biochem. Pharmacol., 55: 953-8963). Mas aun, se vio que el
factor de diferenciacidn eritroide (EDF) aislado de las
células leucémicas monoclticas humanas estimuladas era
idéntico a la activina A (Murata y col., 1988, PNAS, 85:
2434). Se ha sugerido que la activina A actua como un
regulador positive natural de la eritropoyesis en la médula
bsea. En diversos tejidos, la serfializacidn de la activina
resulta antagonizada por su heterodimero relacionado, 1la
inhibina. Por ejemplo, durante la liberacién de hormona
estimulante del foliculo {FSH) por 1la pituitaria, la
activina promueve la secrecidn y sintesis de FPSH, mientras
que la inhibina previene la secrecidn y sintesis de FSH.

Otras proteinas gue pueden regular la bicactividad de 1la
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activina y/o unirse a 1la activina incluyen folistatina
(FS), proteina relacionada con la folistatina (FSRP), ;-
macreoglobulina, Cerberus y endoglina.

Las seflales TGF-f estdn mediadas por complejos
heteroméricos de receptores de serina/treonina Kkinasa de
tipo I y de tipo II, que fosforilan y activan secuencia
abajo las proteinas Smad por estimulacidén con ligando
(Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 1: 169-178).
Estos receptores de tipo I y de tipo II son proteinas de
transmembrana, compuestas por un dominio extracelular de
unidn a ligando con una regidén rica en cisteina, un dominio
de transmembrana y un dominio citoplasmico con
especificidad serina/treconina predicha. Los receptores de
tipo I son esenciales para la sefalizacidén y los receptores
de tipo II son necesarios para la unidén a ligandos y para
la expresidn de los receptores de tipo I. Los receptores de
activina de tipo I y II forman un complejo estable tras la
unién a ligandos, dando lugar a la fosforilacién de los
receptores de tipo I por los receptores de tipo II.

Se han identificado dos receptores de tipo II
relacionados, ActRITIa y ActRIIb, como los receptores de
tipo I1 para activinas (Mathews y Vale, 1991, Cell 65: 973-
982; Attisano y col., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de las
activinas, ActRIIa y ActRIIb pueden interaccionar

bioguimicamente con otras varias proteinas de la familia

TGF-B, incluyendo BMP7, Nodal, GDF8 y GDF1ll (Yamashita vy
col., 1995, J. Cell Bieol. 130: 217-226; Lee y McPherron,
2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 92306-9311; Yeo y Whitman,
2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh y col., 2002, Genes Dev.,
16: 2745-54). ALK4 es el receptor de tipo 1 primario para
activinas, particularmente para la activina A, y ALK-7
puede servir como receptor para activinas también,
particularmente para la activina B.

Como se demuestra aqul, un polipéptido ActRIIa
soluble (sActRIIa), que muestra una preferencia substancial

en la unidén a activina A en opoesicidn a otros miembros de
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la familia TGF-beta, tales como GDFB o GDFl1l, es efectivo
para promover el crecimiento éseo y aumentar la densidad
bsea in viveo. Aunque no queremos inclinarnos por ningin
mecanismo particular, se espera que el efecto de sActRIIa
esté causado primariamente por un ‘efecto antagonista de
activina, dada la muy fuerte unidén a activina (constante de
disociacidén picomeclar) exhibida por la construccién
sActRIla particular usada en estos estudios.
Independientemente del mecanismo, es aparente por los datos
aqui presentados que los antagonistas ActRIIa-activina
ciertamente aumentan la densidad dsea en ratones normales y
en modelos de ratén para la osteoporosis. Habria que
observar que el hueso es un tejide dinamico, con
crecimiento o encogimiento y mayor © menor densidad
dependiendo de un equilibrio de factores que producen hueso
y estimulan la mineralizacidn (primariamente osteoblastos)
y factores que destruyen y desmineralizan el huesc
(primariamente osteoclastos}. Bl crecimiento y la
mineralizacién del huesc pueden aumentar aumentando los
factores productivos, disminuyendo los factores
destructivos o ambas cosas. Los términos “promover el
crecimiento o6seo” y “aumentar la mineralizacién désea” se
refieren a los cambios fisicos observables en el hueso y se
pretende que sean neutros en cuanto al mecanismo mediante
el cual se producen los cambios en el hueso.

Los modelos en ratdn para la osteoporosis y el
crecimiento/densidad del hueso que se usaron en los
estudics aqui descritos son considerados como altamente
predictivos de la eficacia en humanos y, por lo tanto, esta
descripcidén proporciona métodos para usar polipéptidos
ActRIIa y otros antagonistas activina-ActRIIa para promover
el crecimiento ¢seo y aumentar la densidad ¢sea en humanos.
Como antagonistas activina-ActRIIa, se incluyen, por
ejemplo, polipéptidos ActRIIa solubles de unién a activina,
anticuerpos «ue sS& unen a actina (particularmente 1las

subunidades de activina A o B, a las gue también se hace
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referencia como PBA o f}B) y rompen la unién con ActRIla,
anticuerpos que se unen a ActRIIa y rompen la unidn con la
activina, proteinas que no son anticuerpos seleccionadas
para la unién a activina o ActRIIa {véase, v.g.,
Wo0/2002/088171, Wwo/2006/055689, WO/2002/032925,
W0/2005/037989, EE.UU. 2003/0133%3% y EE.UU. 2005/0238646
en cuanto a ejemplos de tales proteinas y métodos para el
disefio y seleccidén de las mismas) y péptidos aleatorizados
seleccionados en cuante a la unién a activina o ActRIla,
frecuentemente fijados a un dominio Fc. Dos proteinas
diferentes (u otros restos) con actividad de unidn a
activina o ActRIIa, especialmente ligantes de activina que
bloguean los sitios de unidén de tipo I (v.g., un receptor
de actina de tipo I soluble) y de tipo II {v.g., un
receptor de activina de tipo II soluble)}, respectivamente,
pueden unirse entre si o crear una molécula de unidn
bifuncional. Aptameros de 4cidos nucleicos, pequenas
moléculas y otros agentes que inhiben el eje de
sefializacién activina-ActRIIa. Diversas proteinas tienen
actividad antagonista activina-ActRIIa, incluyendo inhibina
(es decir, subunidad alfa de la inhibina), aunque la
inhibina no antagoniza de manera universal la activina en
todos 1los tejidos, folistatina (v.g., folistatina-288 vy
folistatina-315), Cerberus, FSRP, endoglina, activina C,
alfa{2)-macroglobulina y un mutante de activina 2 M108A
(cambio de metionina a alanina en la posicidén 108). En
general, las formas alternativas de activina,
particularmente las que tienen alteraciones en el dominio
de wunidén al receptor de tipo I, pueden unirse a los
receptores de tipo II y no consiguen formar un complejo
ternario activo, actuando asi como antagonistas.
Adicionalmente, se pueden usar &cidos nucleicos, tales como
moléculas antisentido, siARN o ribozimas que inhiben 1la
activina A, B, C o E, o, en particular, la expresion de
ActRlia, como antagonistas activina-ActRIIa.

Preferiblemente, el antagonista activina-ActRlla gque se va
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a wusar exhibira selectividad por la inhibicidén de la
sefializacidén nediada por activina frente a otros miembros
de 1la familia TGF=-beta, y particularmente con respecto a
GDF8 y GDFll. Las proteinas ActRIIb solubles si se unen a
activina; sin embargo, la proteina de tipo salvaje no
exhibe selectividad significativa en la unibén a activina
frente a GDF8/11 y experimentos preliminares sugieren que
esta proteina no proporciona los efectos deseados sobre el
hueso, mientras que también causa un crecimiento
substancial del miasculo. Sin embargo, se han identificado
formas alteradas de ActRIIb con diferentes propiedades de
unién  (véase, v.g., WG 2006/012627, pp. 55-59, aqui
incorporada como referencia) y estas proteinas pueden
conseguir los efectos deseados sobre el hueso. Se puede dar
a la ActRIIb nativa o alterada una especificidad anadida
per la activina copulandce con un segundo agente de uniédn
selectivo para la activina,

Los términos usados en esta descripcién tienen
generalmente sus significados ordinarios en la técnica,
dentro del contexto de esta invencidén y en el contexto
especifico en que se usa cada término. Ciertos términos son
discutides a continuacidén o en algian otro lado de 1la
descripcidn para aportar una guia adiciocnal al practico en
la descripcién de las composiciones y métodos de la
invencién y de cdémo producirlas y usarlas. El alcance o
significado de cualquier usc de un término serd aparente
por el contexto especifico en que se usa el término.

“Alrededor de” Y “aproximadamente”
significaran, en general, un gradoc aceptable de error para
la cantidad medida dada la naturaleza o precisién de las
mediciones. Tipicamente, los grados de error ejemplares
estéan deptro del 20 por ciento (%), preferiblemente dentro
del 10% y mas preferiblemente dentro del 5% de un valor o
rango de valores dados.

Alternativamente, y en particular ¢n sistemas

biologicos, los términos “alrededor de” y “aproximadamente”
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pueden significar valores que estan dentro de un orden de
magnitud, preferiblemente dentro de S wveces y mas
preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor dado. Las
cantidades numéricas aqui dadas son aproximadas, a menos
que se indique en contrario, 1lo gue significa gue el
término “alrededor de” o Taproximadamente” puede ser
inferido cuando no¢ se indica expresamente.

Los métodos de la invencidn pueden incluir
etapas de comparacién de secuencias entre si, incluyendo
una secuencia de tipo salvaje con una o méds mutantes
(variantes de secuencia). Dichas comparaciones consisten
tipicamente en alineaciones de secuencias poliméricas,
v.g., usando programas de alineacién de secuencias y/o
algoritmos bien conocidos en la técnica (por ejemplo,
BLAST, FASTA y MEGALIGN, por nombrar unos cuantos). El
experto en la técnica puede apreciar f&cilmente que, en
dichas alineaciones, cuando una mutacién contiene una
insercién o delecidn de residuo, la alineacidn de secuencia
introducird un “hueco” (tipicamente representado por un
guién o “A”) en la secuencia polimérica gue no contiene el
residuo insertado o suprimido.

“Homdlogas”,en todas sus formas gramaticales y
variantes ortogrdficas, se refiere a la relacidn entre dos
proteinas que poseen un “origen evolutivo ceman”,
incluyendo proteinas de superfamilias en la misma especie
de organismo, asi como proteinas homndlogas de diferentes
especies de organismo. Dichas proteinas (y sus Aacidos
nucleicos codificantes) tienen homologia de secuencia,
seguin se fefleja por su similitud de secuencia, ya sea en
términos de porcentaje de identidad o por la presencia de
residuos o unidades especificas 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 de
aminoacidos que pueden compartir o no un origen evolutivo

coman.
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Siﬁ embargo; en el ‘uso comin ¥ en’ la presente
solicitud, el términe “homéioéb", cuands estd modificado
con un adverbioc tal come “altamente”, puede referirse a
similitud de secuencia y pueds o no relacionarse con un

origen evolutivo comin.

2. - Polipeptidos ACTLRITAE

En ciertos aspectos, la presente invencidn se
relaciona con polipéptidos BctRIIa. Tal como se usa aqui,
el términe “ActBRIIa® se refierse a una familia de proteinas
del receptof*de activina de tipo ITa (ActRIIa) de cualguier
especie y a variantes derivadas de dichas proteinas ActRITa
por mutagénesisz u otras modificaciones. Se entiende agui la
referencia a ActRITa come una refarancia a cualgquiera de
las formas actualmente identificadas. Los miembros de la
familia ActRIIa son  generalmente proteinas de
transmerkbrana, compuestas por un dominio extracelular de
unién a ligando con una regidén rica an cisteina, un dominio
de transmembrana y un dominio citoplasmico con actividad
Serinaftrecﬁina kinasa predi;ha.

El 'término Ypolipéptide ACtRILa™ incluye
pelipeptidoz consistentes en cualquisr polipéptide natural
da un miembro de la familia ActRIIa, asi como cualgquier
variante del mismo (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusicnes vy, formas peptidomimeticas). gue Cconserve una
actividad nutil. Por ejemplo, los polipéptides ActRIla
incluyen polipéptidos derivados de la secusncia de
cualquisr ActRIIa conocida gque tienen wuna secuencia al
menos aproximadamente un 80% identica a la secuencia de un
pelipéptido ActRiIa y preferiblemente una identidad de al
menos. un 85%, HOE, 35%, 97%, 59% o ;uperior.'qu ejemplo,
un polipéptido ActRITa de la invencidn puede unirse a, o
inhibir, la funcién de una proteina ActRIIa y/c activina.
Preferiblenente, un pelipéptido ActRIIa prdmueve el

cracimiants éseo v la mineralizacidn dszea. Como sjemplos de

pelipéptidos ActRIla, se incluyen &) polipeptido precurscr

de ACtRITa humano {SEC ID W®: 1)-y los polipéptidos ActRIIa
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humanos solubles (v.g., SEC IP N°: 2, 3, 7 y 12;).

La secuencia de la proteina precursora del
ActRIIa humano es la siguiente:
MGARAKLAFAVFELISCSSGAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDEDKRRH
CFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFP
EMEVTQPTSNPVTPKPPYYNILLYSLVPLMLIAGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTQD
PGPPPPSPLLGLKPLQLLEVKARGRFGCVWKAQLLNEYVAVKIFPIQDKQSWONEYEVY
SLPGMKHENILQFIGAEKRGTSVDVDLWLITAFHEKGSLSDFLKANVVSWNELCHIAET
MARGLAYLHEDIPGLKDGHKPAISHRDIKSKNVLLKNNLTACIADFGLALKFEAGKSAG
DTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFQRDAFLRIDMYAMGLVLWELASRCTAADGPVDEYML
PFEEEIGQHPSLEDMQEVVVHKKKRPVLRDYWOKHAGMAMLCETIEECWDHDAEARLSA
GCVGERITOMORLTNIITTEDIVTVVIMVINVDEPPKESSL
(SEC ID N°: 1)

El péptido seflal tiene un subrayado simple; el
dominio extracelular estd en negrilla y los sitios de
glicosilacidén ligada a N potenciales tienen un doble
subrayado.

La secuencia del polipéptido procesado ActRIIa
humano soluble (extracelular) es la siguiente:
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNIéGSIEIVKQGCW
LDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTOQPTSNPVTPKPP
(SEC ID N°: 2)

La “cola” C-terminal del dominic extracelular
estd subrayada. La secuencia con la “cola” suprimida (una
secuencia AlS5} es la siguiente:
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCH
LDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM (SEC ID N°: 3)

La secuencia de 4&cido nucleico codificante de
la proteina precursora de ActRIIa humana es la siguiente
(nucledtidos 164-1705 de la entrada del Genbank NM_001616):
ATGGGAGCTGCTGCAAAGTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTEGTTCTTICAGGTGC
TATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTGGGAAARAG
ACAGARACCAATCARACTGGTGTTGAACCGTGTTATGCTGACAAAGATAAACGGCGGCAT
TGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGARACAAGGTTGTTG
GCTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAARAAARGACAGCCCTG
AAGTATATTTTIGITGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGARAAGTTTTCTTATTTTCCA

oy
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GAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCTATTACAA
CATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTTATGTTARATTGCGGGGATTGTCATT TGTGCAT
TTTGGGTGTACAGGCATCACAAGATGGCCTACCCTCCTGTACTTGTTCCAACTCAAGAC
CCAGGACCACCCCCACCTTCTCCATTACTAGGGTTGAAACCACTGCAGTTATTAGAAGT
GABAGCAAGGGGAAGAT TTGGTTGTGTCTGGAAAGCCCAGTTGCTTAACGAATATGTGG
CTGTCAAAATATTTCCAATACAGGACAAACAGTCATGGCAAAATGAATACGAAGTCTAC
AGTTTGCCTGGAATGAAGCATGAGAACATATTACAGTTCATTGGTGCAGAAAARACGAGG
CACCAGTGTTGATGTGGATCTTTGGCTGATCACAGCATTTCATGAARAGGGTTCACTAT
CAGACTTTCTTAAGGCTAATGTGGTCTCTTGGAATGAACTGTGTCATATTGCAGAAACC
ATGGCTAGAGGATTGGCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAAAAGATGGCCACAA
ACCTGCCATATCTCACAGGGACATCARAAGTAAAAATGTGCTGTTGAAAAACARACCTGA
CAGCTTGCATTGCTGACTTTGGGTTGGCCTTAARRATTTGAGGCTGGCAAGTCTGCAGGL
GATACCCATGGACAGGTTGGTACCCGGAGGTACATGGCTCCAGAGGTATTAGAGGGTGC
TATAAACTTCCAAAGGGATGCATTTTTGAGGATAGATATGTATGCCATGGGATTAGTCC
TATGGGAACTGGCTTCTCGCTGTACTGCTGCAGATGGACCTGTAGATGAATACATGTTG
CCATTTGAGGAGGAAATTGGCCAGCATCCATCTCTTGAAGACATGCAGGARGTTGTTGT
GCATAAAAAAPAACGAGGCCTGTTTTARGAGATTATTGGCAGAAACATGCTGGAATGGCAA
TGCTCTGTGAAACCATTGAAGAATGTTGGGATCACGACGCAGAAGCCAGGTTATCAGCT
GGATGTGTAGGTGAAARGAATTACCCAGATGCAGAGACTAACAAATATTATTACCACAGA
GGACATTGTAACAGTGGTCACAATGCTGACAAATGTTGACTTTCCTCCCAAAGAATCTA
GTCTATGA (SEC ID N°: 4)

La secuencia de d4cido nucleico codificante de
un polipéptido ActRIIa humano soluble (extracelular) es 1la
siguientes:
ATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTGGGAAAARGA
CAGARCCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACAAAGATARACGGCGGCATT
GTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCCATTGAAATAGTGARACAAGGTTGTTGG
CTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAAARAAAGACAGCCCTGA
AGTATATTTTTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCAG
AGATGGRAGTCACACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCC (SEC ID
N°: 5)

En una realizacidn especifica, la invencidn se
relaciona con polipéptidos ActRIIa sclubles. Tal como se
describe aqui, el términoc “polipéptido ActRIlia soluble” se
refiere, en general, a polipéptidos que incluyen un dominio

extracelular de una proteina ActRiIa. E1l término

42



10

15

20

25

30

3&

24

“polipéptidb_ BctRIIa  =zolukle”, tal come se usa  agoi,

incluye cualguier dominic extracelular natuyral de una
proteina ActRIIa, asi como cualguier wariante de la misma
{incluyendo mutantes, fragmentos ¥ formas
peptidomiméticas). Un peolipéptido ActRITa de unién &
activina es uno gue conserva la capacidad de uanirse a la
activina, particularmente a la activina HB, AE o BB.
Preferiblements, un polipéptido ActRIla de onidén a activina
se unirda a la activina AA con una constante de disoclacidn
de 1 nM o menos. A continuacidn se proporcionan  las
secuencias de amincacides de la protelna precursocra RetRITa
hamana. El dominic extracelular de una proteina ActRIIa se
une a la activina y es generalmente scluble, v por ello
puede denominarse un polipéptide ActRIIa de unién a
activina soluble, Como ejemplo de polipéptidos ActRILa de
gnién a activina szolubles, se incluye el polipéptido
soluble ilustrade en las SEC ID W°: 2, 3, 7, 12 y 13. Se

-

nace referencia a la SEC IC N°: 7 como ActRIIa-hFo v se

describe aln m#s en los Ejemplos. OCtros ejemplos de

polipéptidos ActRIIa de unidn & activina solubles incluyen
una secuencia de seflal adem&s del dominic extracelular‘de
una proteina ActRITa, por eﬁemplc la secuencia lider de la
melitina de zhejas meliferas (3BEC ID N®: 8), el lider del
activador del plasmindgeng de los tejldos (TPA} (SEC ID N°:
B o el lider ACtRITIz © nativo (SEC  ID N°: iny. El
polipéptido ActRITa-hFc ilustrado en la SEC ID N¥: 13 usa
un lider TFA.

e pusden cbhtener fragmentos funcionalmente
activos de polipeptidos RctRITa rastreando polipéptidos
producidos recombinantemente a partir del correspondiente
fragmento del dcide nucleico codificante de un polipéptido
ActRIIa. Edeméds, se pueden sintetizar guimicamente
fragmentos usando técnicas conogldas en este campo, tales
como  la gquimica convencional de f-Moc o t-Boo en fase
sdlida de Merrifield., Los fragmentes pueden ser producldos

(recembinantemente ¢ por sintesis guimicay y  estudiados

0%
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para identificar aguellos fragmentos peptidilicoes que

pueden funcicnar como antagonistas {inhibidores) de 1a
proteina ActRIIa o de la sefializacién mediada por activina.

Se pueden‘ obtenser variantes funcionalmente
activas de polipéptidos ActRIIa rastreando librerias de
polipéptidcéﬁ modi ficados producidos recombinantemente a
partiz de * los acidos  nucleicos 'imutaqeﬁizados
corzespondiehtes codificantes de un polipéptide ActRIIa.
Las wvariantes pueden ser producidas y estudiadas para
identificar  laz que pueden funciconar como antagonistas
{inhibidores) de la proteina‘actRIIa ¢ de la sefializacidén
mediada por activina. En ciertas realizacicnes, una
variante funcicnal de los rolipéptidos RctRIIa consiste en
una =ecusncia de aminodcidos que es al menos un 753
identica a8 una secuencia de amincacidos seleccicnada entre
las SEC ID WN°: 2 & 3. En ciertos cascs, la wariante
funcional tiene una secuencia de amincacidos idéntica en al
MmeEncs un 8&%, 85%, O0%, 95%, 97%, 98%, 99%% o 100% a una
secuencia ae aminoacidos seleccionada entre las SEC ID N°:
26 3,

Se pueden ganarar variantes funcionales
modificando la estructura de un pelipéptido ActRITa con
fines tales como el aumento de la eficacia terapeutica o la
estabilidad (7r.g., vida -1til de almacén ex vivo ¥
resistencia a la degradacidn proteclitica in wvive). Dichos
polipéaptides ActRIIa modifibadas, cuande se seleccionan
para gqgue censerven la unidén a activina, se consideran
equivalentes funcignales de leos polipeptidas  ActRITIa
naturales. También se pueden producir polipéptidos ActRIIa
modificades, por ejemplo, por substitucion, delecién o
adicién de aminoacidos. Por ejemplo, es razonable ssperar
gque una suostitucidén aislada de una leucina con una
iscleucina ¢ valina, de un aspartato con un glutamalbe, de
una trecnina con ana serina ¢ una substitucion similar de
un amincacidao can 1ar raminodasida gstructuralmente

relacionado (v.g., mutaciones conservadoras) no tendrd un

T4
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efecto importante sobre la actividad bioldgica de 1la
molécula resultante. Son substituclones conservadoras
aquéllas que tienen lugar dentro de wuna familia de
aminoé&cidos que estan relacionados en sus cadenas
laterales. El que un cambio en la secuencia de aminoacidoes
de un polipéptido ActRIIa dé lugar a un homologo funcional
puede ser facilmente determinado valorando la capacidad del
polipéptido ActRIIa variante para producir una respuesta en
células de un modo similar al polipéptido ActRIIa de tipo
salvaje.

En ciertas realizaciones, la presente invencidn
contempla mutaciones especificas de los polipéptidos
ActRIIa para alterar la glicosilacidén del polipéptido.
Dichas mutaciones pueden ser seleccionadas para introducir
o eliminar uno o mas sitios de glicosilacidn, tales como
sitios de glicosilacidén ligados a O o ligados a N. Los

sitios de reconocimiento de la glicosilacidén 1ligados a

asparragina comprenden generalmente una secuencia -

tripeptidica, asparragina-X-treonina (0 asparraginas-X-
serina) {(donde “X” es cualquier aminodcido) especificamente
reconocida por enzimas de glicosilacién celulares
apropiadas. También se puede hacer 1la alteracién por
adicidén de, o substitucién por, uno o mids residuos de
serina o trecnina en la secuencia del polipéptido ActRIIa
de tipo salvaje (para sitios de glicosilacién ligados a 0O).
Una variedad de substituciones © deleciones de amincacidos
en una o ambas de la primera o tercera posiciones de
aminodcidos de un sitio de reconocimiento de glicosilacidn
(y/o delecién de aminoacidos en la segunda posicién) da
lugar a no glicosilacion en la secuencia tripeptidica
modificada. Otro medioc de aumento del numero de restos
carbohidratados sobre un polipéptido ActRIIa es por
copulacidn gquimica o) enzimatica de gliéésidos al
polipéptido ActRIIa. Dependiendo del modo de copulacidn
utilizado, el/los azucar(es) puede(n) unirse a {a) arginina

e histidina, (b) grupos carboxilo 1libres, (c) grupos
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sulfhidrilo libres tales como los de la cisteina, (d)
grupos hidroxilo libres tales como los de 1la serina, la
treonina o la hidroxiprolina, (e) residuos arocmaticos tales
como los de la fenilalanina, la tirosina o el triptdfano, o
(f} el grupo amida de la glutamina. Estos métodos estan
descritos en WO 87/05330, publicada el 11 de Septiembre de
1987, y en Aplin y Wriston (1981), CRC Crit. Rev. Biochem.,
PP - 259-306, agul incorporadas como referencia. La
eliminacién de uno o mas restos carbohidratados presentes
en un polipéptido ActRIIa puede ser acometida quimica y/o
enzimidticamente. La desglicosilacidén quimica puede incluir,
por ejemplo, la exposicién del polipéptido ActRIIa al
compuesto acideo trifluorometanosulfénico o a un compuestc
equivalente. Este tratamiento da lugar a la escisidén de 1la
mayoria de los azlicares ¢ de todos ellos, a excepcidn del
azucar de unioén {N-acetilglucosamina o N-
acetilgalactosamina), dejando al mismo tiempo intacta la
secuencia de aminodcidos. La desglicosilacidén quimica es
descrita mas ampliamente por Hakimuddin y <col.. (1987)
Arch. Biochem. Bicphys. 259:52, y por Edge y col., (1981)
Anal. Biochem. 118:131. Se puede conseguir la escisidn
enzimatica de restos de carbohidratos sobre los
polipéptidos ActRIIa usando una variedad de endo- y exo-
glicosidasas, como describen Thotakura y col., (1987) Meth.
Enzymol. 138:350. Se puede ajustar la secuencia de un
polipéptido ActRIIla, seguin resulte apropiado, dependiendo
del tipo de sistema de expresidn usado, ya que las células
de mamiferos, levaduras, insectos y plantas pueden todas
ellas introducir diferentes patrones de glicosilacidn gue
pueden resultar afectados por la secuencia de aminodcidos
del péptido. En general, las proteinas ActRIIa para uso en
humanos se expresardn en una linea celular de mamifero que
proporciona wuna glicosilacidén apropiada, tal como las
lineas celulares HEK293 o CHO, aunque se espera gque otras
lineas celulares de expresidén en manliferos, lineas

celulares de 1levaduras con enzimas de glicosilacidén de
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ingenieria y células de insecto sean utiles también.

Esta descripcidén contempla ademds un método de
generacidn de mutantes, particularmente grupos de mutantes
combinatorios de un polipéptido ActRIIa, asi como mutantes
de truncacién; los conjuntos de mutantes combinatorios son
especialmente Utiles para identificar secuencias variantes
funcionales. El fin del «cribado de dichas 1librerias
combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes del
polipéptido ActRIIa que puedan actuar como agonistas o
antagonista, o alternativamente que posean nuevas
actividades en conjunto. Se facilita a continuacidén wuna
variedad de ensayos de cribado, y dichos ensayos pueden ser
usados para evaluar variantes. Por ejemplo, se puede cribar
una variante polipeptidica ActRIIa en cuanto a su capacidad
para unirse a un ligando ActRIIa, para prevenir la unidn de
un ligando ActRIIa a un polipéptido ActRIIa o para
interferir con 1la senalizacié4n causada por un ligando
ActRila.

La actividad de un polipéptido ActRIIa o de sus
variantes puede ser también estudiada en un ensayo basado
en células o in vivo. Por ejemplo, se puede determinar el
efecto de una variante polipeptidica ActRIlIa sobre 1la
expresion de genes implicados en la produccidén del hueso o
en la destruccién del hueso. Se puede realizar éste, segun
sea necesario, en presencia de una o mas proteinas ligando
ActRIIa recombinantes (v.g., activina), y se pueden
transfectar células para producir un polipéptidc ActRIIa
y/0 variantes del mismo, y eventualmente un ligando
ActRIIa. De igual modo, se puede administrar un n
polipéptido ActRIIa a un ratdén u otro animal y se pueden
valorar una o© mas propiedades del hueso, tales como
densidad o volumen. También se puede evaluar la velocidad
de curacidn de las fracturas oOseas. La abscrciometria de
rayos x de energia doble (DEXA)} es una técnica cuantitativa
no invasiva bien establecida para valorar la densidad dsea

en un animal. En humanos, los sistemas DEXA centrales
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ppeﬂen ser  usados para evaluar 1a densidad 6sea en 1la
cblﬁmna v eh la pelwis. Estas son las gque mejor predicen la
densidad ©sea glcbal. Se pueden usar sistemas DEXA
periféricos ~para evaluar la densidad d&sea en huaesos
periférices, incluyendo, por ejemplo, lo2 huesos de 13
wmano, de la mufieca, del tobillo y del pie. Se pueden usSar
los sistemas tradiciconales de imagen ﬁar rayés X,
incluyende los barrides CAT, para evalﬁar el crecimiento
del hueso v la curacién de Ifracturas. También se puade
evaluar la resistencia mecaniea del hueso.

" 3e pusden generar wvariantes combilnatoriamente
derivadas gue tengan una potencia selectiva o generalmente
mayor en relacién a un polipéptido ActRITa natural. De

igual medo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes que

tengan vidas medias intracelulares dramaticamente

diferentss a las correspoendientes a un polipéptido ActRIIa
de tipo salvaje. FPor eijemplo, se puede hacer gque la

proteina alterada sea o bhien mas estable o bien menos

- estakle a la degradaciéh proteslitica u atros procesos

celulares gue dan lugar a destruccidén o de algun otro mede
inactivacién de un polipéptidc ActRIIa nativo. Dichas
variantes, y los genes gque las codifican, pusden ser
dtilizadas para alterar los8 niveles de polipéptidc AoctRIIa
medulando la wida media de 'los polipeptides ActRITa. FPor
éjemplo, una vida media cﬁrta puede dar lugér a efectcs
biolégicas mas Lransitorios y puede permitair un control mas
agstreche de los niveles de polipeptido ActRITa recomblnante
en el paclente. En una proteina de fuzidén Fo, =& pueden
hacer mutacionss en el enlazante (de haberlo} y/o la
porciéﬁ Fc para alterar la vida media de la proteina.

‘ Se pusde producir una libreria coﬁﬁinatoria por
ﬁedio de una libreriz degenerada de genes codificantes de
una libraria de pelipéptidos gue incluyen cada une al manos
una porcisn de secusncias polipeptidicas ActRIIa
potencialez. pPor ejemplo, se pueds ligar enzindticamente

una mezcla de oligonucledtideos sintéticos en secuencilas
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génicas de tal [orma gue el grupo degenerado de secuencias
nucleotidicas dezl polipéptido ActRITa potencliales  sean
aexpresables Como polipeptidos individuales 0,
alternativamente, como un grupo de proteinas de fusidn
mayores (v.g., para exhibicion de fagos).
© Existen muchas maneras por las cuales se puede
generar la libregia de homdlogos potencialgé a partir de
una  secuencia oligonucleotidica degenerada. Se  pueds
realizer la sintesis guimica de una secuencia genica
degenarada en un sintetizaaor de ADN automatico y ligar
entconces los genes sintéticos en un vector apropladc para
expresién. . La =sintesis de oligonucledtidos degeneradcs es
Eien conoclda en la técnica [(véanse, por ejeﬁplo, Narang,
5A (1383) Tetrahedron 39: 3; Itakura v col., (198713
Recomlzinant ONA, FPrac, 3rd Claveland SYmpos.
Macromolecules, =d. AG Walton, Amsterdam: Elseviexr pp. Z73-
289; Itakura v o<ol., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53: 323;
Itakura v <ol., {1934} AS:i;nce 128 : 1ﬁ56;l Ike vy col.,
(1983) Nucleic Acid Res. 11: 477). Dichas técnicas han sido
empleadas en la ewveluclion dirigida de otras proteinas
{véanse, por ejemplo, Scott v col., {1920) Science 249:
386-390; Rokerts vy col., (1832) PHAS USR B9: 242%-2433:
Devlin v col,, (1990 Science 249%: 404-406; Cwirla vy col.,
{1990) PHAS USA 87: 6€378-6382; asl como las Patentes EE.UU.
N 5.223.409, 5.198.346 v 5.086.813). ’
ABlternativamente, se¢ pueden ukilizar otras
formas de mitagenesis para generar una  libreria
combinatoria,. Por ejemple, se pueden generar vy alslar
variantes polipeptidicas ActRIla & partir de una libreria
para cribadu.usandc: pox ejemplo, mutagénesis de harrido de
alanina y similares {Rﬁf y <ol., {19%4) Biéchemistry 33
1565-1572; Wang y col., [1984) J. Biel. Chem. 26%: 3095-
308%; Balint y col., (1993) Gene 137: 109%-11%; Grodberg vy
gol., {19%3) Eur., J. Bilochem. 218: 3597-6G01l; Nagashima ¥
col., (1993 J. Bial. Chem. 26%: 2888-2692; Lowman y ool.,
{1991) Biochemistry 30: 10832-10838; y Cunningham y col.,
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(1889) Science 244: 1081-1085), mutagénesis de barrido de
enlazante ({Gustin y col., (1993) Viroclogy 193: 653-660;
Brown y c¢ol., (1992} Mol. Cell Riol. 12: 2644-2652;
McKnight y col., {1982) Science 232: 316}, mutagénesis de
saturacién (Meyers vy col., (1986) Science 232: 613):
mutagénesis por PCR (Leung y col., (1989) Method Cell Mol
Biol 1: 11-19) 0o mutagénesis aleatoria, incluyendo
mutagénesis quimica, etc. (Miller y col., (1%92) A Short
Course 1in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring
Harbor, NY; y Greener y col., (1994) Strategies in Mol Biol
7: 32-34). La mutagénesis de barride de enlazante,
particularmente en un marco combinatorio, es un método
atractivo para identificar formas truncadas {bicactivas] de
polipéptidos ActRIIa.

Se conocen un amplio rango de técnicas en el
campo del <c¢ribado de productos génicos de librerias
combinatorias producidas por mutaciones y truncaciones
puntuales y, por esa razbdn, del cribado de librerias de
ADNc para productos génicos que tienen una determinada
propiedad. Dichas técnicas seran en general adaptables al
cribado rédpido de las librerias génicas generadas por la
mutagénesis combinatoria de polipéptidos ActRIIa. Las
técnicas mas ampliamente wusadas para cribar grandes
librerias génicas comprenden tipicamente la clonacién de la
libreria génica en vectores de expresidén replicables, 1la
transformacidén de células apropiadas con la libreria de
vectores resultante Y la expresion de los genes
combinatorios en condiciones en las que la deteccidn de una
actividad deseada facilita el alislamiento relativamente
facil del vector codificante del gen cuyo producto fue
detectado. Comec ensayos preferidos, se incluyen ensayos de
unién a activina y ensayos de sefhalizacidén celular mediada
por activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos
ActRIIa de ia invencidn puede incluir también

modificaciones posteriores a la traduccién ademds de
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cualquiera que esté presente de forma natural en los
polipéptides  ActRIIa. Dichas modificaciones  incluyen,
aungue sin limitacién, acetilaciédn, carboxilaciédn,
glicosilaciédn, fosforilaciédn, lipidacidn y acilaciédn. Como
resultado, los polipéptidos ActRIIa modificados pueden
contener elementos distintos de aminoacidos, tales como
polietilenglicoles, lipidos, poli- o monosacéridos vy
fosfatos. Se pueden estudiar los efectés de dichos
elementos distintos de aminodcidos sobre la funcionalidad
de un polipéptido ActRIIa como aqui se describe para otras
variantes de polipéptido ActRIIa. Cuando se produce un
polipéptido ActRIIa en las células por escisién de una
forma naciente del polipéptido ActRIIa, el procesado
posterior a la traduccidén puede ser también importante para
el <correcto plegamiento y/o funcién de 1la proteina.
Diferentes células (tales como CHO, HeLa, MDCK, 293, WI38,
NIH-3T3 o HEK293) tienen una maquinaria celular especifica
y mecanismos caracteristicos para dichas actividades
posteriores a la traduccién y pueden ser seleccionadas para
asegurar la modificacidn y el procesado correctos de 1los
polipéptidos ActRIIla.

En ciertos aspectos, las variantes funcionales
o las formas modificadas de 1los polipéptidos ActRila
incluyen proteinas de fusidén que tienen al menos una
porcién de los polipéptidos ActRIIa y uno o mas dominios de
fusién. Como ejemplos bien conocidoes de tales dominios de
fusién, se incluyen, aungue sin limitacidén, polihistidina,
Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST), tiorredoxina,
proteina A, proteina G, una regibén constante de cadena
pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de unidn a maltosa
(MBP) o0 sercalbimina humana. Se puede seleccionar un
dominio de fusién para conferir una propiedad adecuada. Por
ejemplo, algunos dominios de fusidn son particularmente
utiles para aislamiento de las proteinas de fusidén por
cromatografia de atfinidad. Con el fin de la purificacidn

por afinidad, se usan matrices relevantes para
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cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas a
glutation, amilasa y nigquel o© cobalto. Muchas de esas
matrices estan disponibles en forma de “kit”, tales como el
sistema de purificacién GST de Pharmacia y el sistema
QlRexpress'™ (Qiagen), utiles con compafieros de fusién
(HIS5). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un dominio
de fusién para facilitar la deteccidn de los polipéptidos
ActRIIa. Como ejemplos de tales dominios de detecciédn, se
incluyen las diversas proteinas fluorescentes (v.g., GFP),
asl como “marcajes epitdpicos”, gque son normalmente
secuencias peptidicas cortas para las que se dispone de un
anticuerpo especifico, Como marcajes epitoOpicos bien
conocidos para los que se dispone facilmente de anticuerpos
monoclonales especificos, se incluyen FLAG, hemaglutinina
del virus de la influenza (HA) y marcajes c-myc. En algunos
casos, los dominios de fusidén tienen un sitio de escisidn
por proteasas, tal como para el Factor Xa o la Trombina,
que permite & la proteasa relevante digerir parcialmente
las proteinas de fusidn y asi liberar de ellas las
proteinas recombinantes. Se pueden aislar entonces las
proteinas liberadas del dominio de fusidén por posterior
separacion cromatogréafica. En ciertas realizaciones
preferidas, se fusiona un polipéptido ActRITIa c¢on un
dominio que estabiliza el polipéptido ActRIIa in vivo (un
dominio “estabilizador”). Por “estabilizador” se entiende
cualguier cosa que aumente la vida media en suero,
independientemente de si esto se debe a una menor
destruccidn, a un menor aclaramiento por el rifién o a otro
efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la
porcion Fc¢ de una inmunoglobulina confieren propiedades
farmacocinéticas deseables a un amplio rango de proteinas.
De igual modo, las fusiones con la sercalbumina humana
pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de
dominios de fusidn que pueden ser seleccionados incluyen
dominios de multimerizacioén (v.g., dimerizacidn,

trimerizacioén) vy dominios funcionales (gue confieren una
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funcisdn bipldgica adicianél, tal COmo na mayor
gstimulacidn del crecimienta  &s8eo o del crecimiento
muszcular, segdn se deseea} .

Como ejemplo especifico, la presente invencidn
proporciona  una preteina de  fusidn  consistente  en  uan
dominio extracelulér soluble de ActRIIa fusionado a un
dominig Fc {v.g., SEC Ib N%: &).
THTCEPRCPAPELLGGRPSYELFEPPEEKDTLMISETPEVTCOVYVD (A) VEHEDPEVEFH
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHODWLNGKEYKCK (B ) VENKALEY
PIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEBMTENOVSLTCLVEGEYPSDIAVEWE SNGOPEN
NYKTTPPVLDSDGPT FLY SKLTVOKSRUQOGNVFSCSVMHEALHN (A) HYTQKSL
SLSPGK* o | '

Eventualmente, el dominio Fc figne una o© mas
mitaciones en residucs tales como Asp-2653, lisina 322 vy
Asn-434. En ¢iertos casos, el deominio Fe mutante que tiene
una o mas de estas matacicnes (v.g., mutacidén Rsp-265)
tiene una capacidad reducida de unicon al receptor Foy en
relacion a un deominio Fe de tipo;salvaje. En ctros casos,
el deminio Fc mutante que tiene una o mas de estas
mutacliones [ﬁ.gq, mikacion  ARsn—434) tiene una Kayor
capacidad de unidn al receptoer Fo relacionado con el MHC de
clagse I (FCEN) en relacidn a un deminico Fo de tipo salwvaje.

Se enbiende que diferentes glementos de las
proteinas de fusion pueden 6rganigarse de cualquier manera
que sea consistente con la funcionalidad deseada. Por
ejempla, ‘un pclipéptido ActRIIa ﬁuede situarse C-terminal a
un dominio heterdlogo, o, alternativamente, un dominioc
heterdlogoe puede situarse C-terminal a un  polipéptido
AetRITa. El dominio del polipéptido ActRIIza y 1 deminao
heterdloge no necesitan ssr adyacentes en una prdteina de
fusion ¥ se pueden  incluir dominiocs o secuencias de
aminoacidos adicionales C- o HN-terminales a cualguiera de
los dominics o entre los dominlos.

En c¢lertas realizaciones, los polipeptidos
acrRIIa de la presenke invencion contienen una o mas

nodificaciones capaces de ‘estabilizar les -polipéptidos
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ActRIlz. Por 'ejempla, dichas modificaciones aumentan la

vida media in vitro de los polipéaptidos ActRIIa, aumentan
la vida media ecirculatoria de los polipéptides RctRIIa o
reducen la degradacidn preoteclitica de las polipéptidos
ActRITa. Dichas modificaciones estabilizadoras incluyen,
aungue sin limitacidn, proeteinas de fusién {incluyendo, por
ejemplo, proteinas de Ffusidn gue tienen un pelipéptide
ActRIIa vy un dominio establilizador), modificaciones de un
sitio de glicosilacidén {incluyends, por ejemplo, adicion de
un  sitio de glicosilacién a ‘un polipeptide ActRIIa) vy
modificaciones de un resto de carbohidrato (incluyendo, por
ejempla, eliminacidon de restos de carbohidrates de un
palipéptide ActRIIza). En el easa de las proteinas de
fusién, se fusicna wun polipéptido ActRIIa a wun dominio
estabilizador, tal como wupna molécula de IgG (v.g., un
dominic Fo). Tal como se usa aqui, el término “dominio
estabilizador” no sdlo se refiere a un dominie de fusidn
{v.g., Fc) como en el caso de las proteinas de fusidn, sino
que también incluye modificaciones no proteicas tales como
un resto de carbohidrate o un polimero no preteico, tal
como polietilenglicel.

En ciertas realizaciones, la presente invencidén

hace disponibles formas aisladas y/o purificadas de los

"polipéptidos ActRIIa, gue se aislan de otras proteinas o

estAn substancialmente libres de ellas. Los polipéptidos
ActRIIa seran generalmente producidos por expresidn a

partir de Acidos nucleicos recombinantes.

3, Acidos wnucleicos, ceodifigantes  de polipéptidos
ActRITa

En ciertos aspectos, la invencidn propornclona
dcidos nucleicos alsladeos y/o recombinantes codificantes de
cualgquiera de los polipéptidos RctRIIa (v.g., polipéeptidos
ActRIIa solubles), incluyendo los fragmentos, variantes
funcicnales v proteinas de fusién agui descritos. Por

ejempleo, la SEC. ID N°: 4 codifica el peolipéptido precursor

de ActRITa humano natural, mlentras gue la SEC ID N9: &
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codifica el dominio extracelular procesado de ActRIIa. Los
acidos nucleicos en cuestidén pueden ser de una sola hebra o
de doble hebra. Dichos Acidos nucleicos pueden ser
moléculas de ADN o de ARN. Estos acidos nucleicos pueden
ser usados, por ejemplo, en métodos para producir
polipéptidos ActRIIa o como agentes terapéuticos directos
(v.g., en una aproximacién de terapia génica).

En ciertos aspectos, se entiende adem&s que los
dcidos nucleicos en cuestidn que codifican los polipéptidos
ActRIIa incluyen &cidos nucleicos que son variantes de las
SEC ID N°: 4 6 5. Como secuencias nucleotidicas variantes,
se incluyen secuencias que difieren en wuna O Mmas
substituciones, adiciones ¢ deleciones de nucledtidos,
tales como variantes alélicas.

En ciertas realizaciones, la invencién
proporciona secuencias de Acidos nucleicos aisladas o
recombinantes que son idénticas en al menos un 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% a las SEC ID N°: 4 & 5.
Alguien con conocimientos ordinarios en la técnica
apreciara que secuencias de acidos nucleicos
complementarias de las SEC ID N°: 4 & 5, y variantes de las
SEC ID N°: 4 6 5 estan también dentro del alcance de esta
invencién. En otras realizaciones, las secuencias de &acidos
nucleicos de la invencidn pueden ser aisladas,
recombinantes y/o fusionadas con una secuencia nucleotidica
heteréloga, © en una libreria de ADN.

En otras realizaciones, los &cidos nucleicos de
la invencidén incluyen también secuencias nucleotidicas que
se hibridan en condiciones altamente estrictas con la
secuencia nucleotidica designada en las SEC ID N°: 4 & 5,
la secuencia complementaria de las SEC ID N°: 4 & 5 o
fragmentos de las mismas. Tal como se ha discutido
anteriormente, alguien con conocimientos ordinarios en la
técnica entenderd facilmente que se pueden variar las
condiciones de estrictez apropiadas que proueven la

hibridacién del ADN. Alguien con conocimientes ordinarios
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en la técnica sntenderd facilmente gue se pueden variar las

condicicones de eskrictez apropiadas gque promueven la
hibkridacidén <del ADN. For ejemplo, se podria reslizar 1la
hibridacién a cloruro de sodio/citrato de sodio 6,0 x (885C)
a aproximadamente 45°C, seguido de un lavado de 35C 2,0 x a
50°C. Por ejemplo, la concentracién de sal en la etapa de
lavado pueds ‘serA selaccionada de una bajs estrictez de
aproximadamente 355C 2,0 x a 50°C a una alta estrictez da
aprazimadamente S5C 0,2 x a 50°C. Ademas, se puede aumentar
la temperatura en al etapa de lavadeo de condiciones de baja
estrictez 2 temperatura ambiente, aproximadamente 2259C, a
condicionas de'(alta'estrictez‘ a aproximadamente ¢5°C, Se
pueden variar tanto la tenperaturs come la sal, o se puede
manteney constante la temperatura o la concentracién de =al
mientras gue se cambia la otra variakle. En  una
realizacidén, la invencién propercicna acidos nucleicos gque

se hibridan en condiciones poco estrictas de S5C 6 = a

. Lemperatura ambiente, seguido de un lavado a 85C 2 x a

tenmperatura ampbiente.

Tambien se hallan dentro del alecance de la
invencién acidos nucleicos aislados gque difieren de los
acidos nucleicos expusstos en las SEC ID N°: 4 & 5 dekido a
degensracién del codigo geﬁéticd{ For ejemple, una serie de
amincacidses son designados por mas de un triplete. Los
codones gue especifican el misme aminoacide, © sindnimoes
{por ejemplc, CAU v CAC son sinénimos para la histidina)
pueden dar lugar a mutaciones "silencicsas®™ gue no afectan
a la secuencia de aminoacidos de la proteina. 5in embargo,
5& espera gue existan,polimorfismos en la eecuencla de BDN

que si den cawmbios en las secuencias de amincdcidos de las

proteinas en cuestidn entre las -¢elulas de mamiferos. Un

axparta en la técnica apreciara gque pueden existir estas
varjacliones en‘una-o mds nucledtidos {hasta aproximadamente
un  3-5% de los nucleotidos) de los  dcidos nucleicos
cadificantes de una proteina particular entre individucs de

una especle dada‘ﬁebldc a wvariacidn.aldlica natural. Todas
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y cada una de tales variaciones nucleotidicas y que dan
lugar a polimorfismos de amincdcidos se hallan dentro del
alcance de esta invencidn.

En ciertas realizaclones, los &cidos nucleicos
recombinantes de la invencidn pueden unirse operativamente
a una o mas secuencias nucleotidicas reguladoras en una
construccidédn de expresidén. Las secuencias nucleotidicas
reguladoras seran generalmente apropiadas para la celula
huésped usada para la expresidn. Se conocen en la técnica
numerosos tipes de vectores de expresidédn apropilados y de
secuencias reguladoras adecuadas para una variedad de
células huésped. Tipicamente, dichas una o mas secuencias
nucleotidicas reguladoras pueden incluir, aunque sin
limitacidén, secuencias promotoras, secuencias lider o de
sefial, sitios de unidén ribosdmicos, secuencias de inicio y
de finalizacidén de la transcripcidn, secuencias de inicio y
de finalizacidn de la traduccidn y secuencias
incrementadoras o© activadoras. La invencidén contempla
promotores constitutiveos o inducibles tal como se conoce en
la técnica. Los promotores pueden ser promotores naturales
o promotores hibridos gque combinen elementos de mas de un
promotor. Puede estar ©presente una construccidén de
expresién en una célula sobre un episoma, tal como un
plasmido, o 1la construccidén de expresidédn puede estar
insertada en un cromosoma. En una realizacidn preferida, el
vector de expresién contiene un gen marcador seleccionable
para permitir la seleccibn de células huésped
transformadas. Los genes marcadores selecciocnables son bien
conocidos en la técnica y variaran con la célula huésped
usada.

En ciertos aspectos de la invencidédn, el acido
nucleico en cuestidén es presentado en un vector de
expresidn que tiene una secuencia nucleotidica codificante
de un polipeptido ActRIla y operativamente unida a al menos
una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras estén

reconocidas en la técnica y son seleccionadas para dirigir
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la expresién del polipéptido ActRIIa. Por censiguiente, el
término secuencia reguladora incluye promotores,
incrementadores y otros elementos de control de la
expresidn. Se describen ejemplos de secuencias reguladoras
en Goeddel; Gene  Expression Technology: Methods in
Enzymology, Academic Press, San ©Diego, CA (1990). Por
ejemplo, se puede usar cualquiera de una amplia variedad de
secuencias de control de la expresién gque controlan la
expresién de una secuencia de ADN cuando se unen
cperativamente a ella en estos vectores para expresar
secuencias de ADN codificantes de un polipéptido ActRIIa.
Dichas secuencias de control de la expresidén de utilidad
incluyen los promotores precoz y tardio de 8V4Q, el
promotor tet, el promotor precoz inmediato de adenovirus o
citomegalovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el
sistema trp, el sistema TAC © TRC, el promotor T7 cuya
expresidén estd dirigida por la ARN polimerasa T7, las
regiones operadoras y promotoras mayores del fago lambda,
las regiones de control para la proteina de revestimiento
fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato kinasa u otras
enzimas glicoliticas, los promotores de la fosfatasa acida,
v.g., Pho5, los promotcores de los factores de apareamiento
a de levadura, el promotor poliédrico del sistema de
baculovirus y otras secuencias que se sabe controlan 1la
expresién de genes de células procaridticas o eucaridticas
0 sus virus, y diversas combinaciones de éstos. Habria que
entender que el disefio del vwvector de expresidn puede
depender de factores tales como la eleccidén de la célula
huésped que se ha de transformar y/o el tipo de proteina
que se desea expresar. Mas aun, también habria que
considerar el numero de copias del vector, la capacidad
para controlar ese nUmero de copias y la expresidén de
cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como
marcadores antibiéticos.

Se puede producir un acido nucleico

recombinante de la invencidn ligando el gen clonado, o una
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porcidén del mismo, en un vector adecuado para expresidén en
células procaridticas, células eucaridticas (de levaduras,
aves, 1insectos o mamiferos) o ambas. Como vehiculos de
expresidén para 1la produccidén de un polipéptido ActRIIa
recombinante, se incluyen pléasmidos y otros vectores. Por
ejemplo, como vectores adecuados, se incluyen plasmidos de
los tipos: plésmidos derivados de pBR322, plasmidos
derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos
derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para
expresién en células procaridticas, tales como E. coli.
Algunos vectores de expresidén en mamiferos
contienen tanto secuencias procaridticas para facilitar la
propagacion del vector en bacterias como una o m&s unidades
de transcripcibébn eucaribdticas que se expresan en células
eucaridticas. Los vectores derivados de - pcDNAI/amp,
pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSv2gpt, pSvV2neo, pSv2-dhfr, pTk2,
pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de
vectores de expresidén en mamiferos adecuados para
transfeccidén en células eucaridticas. Algunos de estos
vectores estidn modificados c¢on secuencias de plasmidos
bacterianos, tales como  pBR322, para facilitar la
replicacidén y la seleccidn por resistencia a farmacos en
células tanto procariéticas COmO eucariéticas.
Alternativamente, se pueden usar derivados de virus tales
como el virus del papiloma bovino (BPV-1) o el virus
Epstein-Barx (pHEBe, derivado de pREP t p205) para la
expresidén transitoria de proteinas en células eucaridticas.
Se pueden encontrar ejemplos de otros sistemas de expresidn
virices (incluyendo retroviricos) a continuacién en la
descripcidén de sistemas de administracion de terapia
génica. Los diversos métodos empleados en la preparaciédn de
los plasmidos y en la transformacidén de organismos
hospedadores son bien conocidos en la técnica. Para otros
sistemas de expresidén adecuados para células tanto
procaridticas COMmo eucarioticas, asi como para

procedimientos recombinantes generales, véase Molecular
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Cloning A . Laboratory Manual, 34 Ed., ed. por Sambrook,
Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Labcratory Press,
2001y, En algunos casos, puede s=r deseable expresar los
polipéptides recombionantes mediante el usc de un sistema de
expresion de baculovirus. Comc ejemplos de tales sistemas
de expresisdn de baculovirus, se incluyen vectores derivados
de pVL {tales como pVL1392, pvL1393 y pvLB4l), vectores
derivados de pAclW (tales coma p&cuﬁl} y vectores derivados
de pBluseBac ({tales como el pBlueBac III gue contiene B-
gal}. '

~ En una realizacldn preferida, se disefara un
vector para produccidn de los polipeptides ActRITa  en
caestitn en células CHO, tal comoe un vectér Pcmv—Scﬁipt
{Stratagene, La Jolla, Calif.}, -vectores pcDHAY
{Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores plI-neo |[Promega,
Madison, Wisc.}. Comp s=serd aparente, las ccnsﬁrucciones
génicas en cuestidn puedeh' ser usadas para provocar la
expresiﬁn.”dg los polipéptidos BotRITa en cuestidén  en
celulas %roPagadas en  cultive, v.J., -para producir
proteinas, incluyendo proteinas de fusién o preoteinas
variantes, para purificacicon.

Esta descripcidon también se relaciona con una
célula huésped transfectada conn un gen reccombinante que
incluye une secuencia codificante {v.g., SEC ID N°: 4 & 5)
para uno o mas de los polipéptideos ActRIla en cuestidn. La
célula huésped puede ser cualquier ¢élula preocaridtica o
eucariética; Eor ejempls, se puede expresar un polipeptido
ACctRITIa de la invencidén en células bacterianas, tales como
E. c¢odi, células de inseclto (v.g., usands un =2istema de
expresién”de-baculovirus},lxevaﬂuras o c2lulas de mamifefe.
Otras células hueésped adecwuadas son concocidas para los
expertes en la tecnica.

En consecuencia, la presente invencidon se

relaciona -tambi&én con  métodos de produccion de  los

polipéptidos RcotRIIa an cuestion. Por sjempleo, =e poede

cultivar una céiula huésped transfectada con un vector de
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expresién codificante de un polipéptido ActRIIa en
condiciones apropiadas para permitir que se produzca la
expresién del polipéptido ActRIIa. El peolipéptido ActRIIa
puede ser secretado y aislado de una mezcla de células y
medio que contiene el polipéptido ActRIIa.
Alternativamente, se puede retener el polipéptido ActRIIa
citoplésmicamente ¢ en una fraccidén de membrana y se pueden
recoger las células, lisarlas y aislar la proteina. Un
cultivo celular incluye las células huésped, el medio y
otros subproductos. Los medios adecuados para cultivo
celular son bien conocidos en la técnica. Los polipéptidos
ActRIIa en cuestidén pueden ser aislados del medio de
cultivo celular, de las células huésped o de ambos, usando
técnicas' conocidas en el campo de la purificacidédn de
proteinas, incluyendo cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de filtracidén por gel, ultrafiltracidn,
electroforesis, purificacidn por inmuncafinidad con
anticuerpos especificos para epitopos particulares de los
polipéptidos ActRIIa y purificacidén por afinidad con un
agente gque se une a un dominio fusionado al polipéptido
ActRITIa (v.g., se puede usar una columna de proteina A para
purificar una fusidédn ActRIIa-F¢). En una realizaciédn
preferida, el polipéptido ActRIIa es una proteina de fusidn
que contiene un dominio que facilita su purificacién. En
una realizacion preferida, se consigue la purificacidn por
una serie de etapas de cromatografia en columna,
incluyendo, por ejemplo, tres o mds de los sigquientes, en
cualquier orden: cromatografia con proteina A,
cromatografia con sefarosa Q, cromatografia con
fenilsefarosa, cromatografia de exclusidén por tamafio vy
cromatografia de intercambio catiénico. Se podria cﬁmpletar
la purificacidén con filtracidédn virica e intercambio de
tampén. Comoc se demuestra aqui, se purificd la proteina
ActRITa-hFc a una pureza >98% segun se determindé por
cromatografia de exclusidn por tamafio y »953% sSeqlu se

determindé por SDS PAGE. Este nivel de pureza era suficiente
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para conseguir efectos deseables sobre el hueso en ratones
y un perxfil de seguridad aceptable en ratones, ratas y
primates no humanos.

En otra realizaciédn, un gen de fusidn
codificante de una secuencia lider de purificacién, tal
como una secuencia poli(His) /sitio de escisién de
enterokinasa en el extremo N de la porcién deseada del
polipéptido  ActRIIa recombinante, puede permitir la
purificacién de la ©proteina de fusidn expresada por
cromatografia de afinidad wusando una resina metdlica de
Ni?*, Se puede retirar luego la secuencia lider de
purificacidédn por tratamiento con enterokinasa para obtener
el polipéptido ActRIIa purificado {(v.g., véanse Hochuli y
col., (1987) J. Chromatography 411: 177; y Janknecht vy
cocl., PNAS USA 88: 8972).

Las técnicas para producir genes de fusidn son
bien conocidas. Esencialmente, se realiza la unidén de
diversos fragmentos de ADN codificantes de diferentes
secuencias polipeptidicas segun técnicas convencionales,
empleando extremos romos o escalonados para ligacién,
digestidén con enzimas de restriccidn para obtener extremos
apropiados, rellenado de extremos cohesivos segin sea
apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
una unidén indeseable y ligacién enzimatica. En otra
realizacidén, el gen de fusidn puede ser sintetizado por
técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores de ADN
automatizados. Alternativamente, se puede realizar wuna
amplificacién por PCR de fragmentos génicos usando
cebadores de anclaje que dan lugar a salientes
complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos
que pueden hibridarse 1luego para gJgenerar una secuencia
génica quimérica (véase, por ejemple, Current Protocols in
Mclecular Biology, eds. Ausubel y col., John Wiley & Sons:
1992).

q, Antagonistas alternativos de activina ActRIIa

Los datos aqui presentados demuesltran gue los
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antagonistas de la sefializacidn de activina-ActRIIa pueden
ser usados para promover el <crecimiento dseo0 y 1la
mineralizacién ésea. Aunque 1los polipéptides ActRIIa
solubles, y particularmente ActrlIla-Fc, son antagonistas
preferidos, y aunque dichos antagonistas pueden afectar al
huesoc por un mecanisme distinto del antagonismo de 1la
activina (v.g., la inhibicidén de 1la activina puede ser un
indicador de la tendencia de un agente a inhibir las
actividades de un espectro de moléculas, incluyendc, quiza,
otros miembros de la superfamilia TGF-beta, y dicha
inhibicidn colectiva puede conducir al efecto deseado sobre
el hueso), se espera que otros tipos de antagonistas de
activina-ActRIIa sean uUtiles, incluyendo anticuerpos anti-
activina (v.g., A, B, C o E), anticuerpos anti-ActRIIa,
antisentido, ARNi o 4&cidos nucleicos de ribozimas que
inhiben la produccién de ActRIIa y otros inhibidores de la
activina o de ActRIla, particularmente los que destruyen la
uniodn activina-ActRIIa.

Se puede usar un anticuerpo gque reaccione
especificamente con un polipéptido ActRIIa (v.g., un
polipéptido ActRIIz scluble} y que se una competitivamente
con ligando al polipéptido ActRIIa o inhiba de algun otro
modo la sefializacion mediada por ActRIIa comc antagonista
de las actividades de los polipéptidos ActRIIa. De igual
modo, se puede wusar como antagonista un anticuerpo que
reaccione especificamente con un polipéptido de activina A
y que destruya la unién de ActRIIa.

Utilizando inmundgenos derivados de un
polipéptido ActRIIa o de un polipéptido de activina, anti-
se pueden preparar antisueros o anticuerpos monoclonales
anti-proteina/anti-péptido por protocolos estandar (véase,
por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. por Harlow
y Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Se puede
inmunizar un mamifero, tal como un ratédn, un haémster o un
conejo, con una forma inmundégena del polipéptido ActRIIa,

un fragmento antigénico que sea capaz de provocar una
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respuesta de anticuerpos o una proteina de fusidén. Como
técnicas para conferir inmunogenicidad sobre una proteina o
péptido, se incluyen la conjugacidn a soportes u otras
técnicas bien conocidas en este campo. Se puede administrar
una porcién inmunégena de un polipéptido ActRIia o activina
en presencia de adyuvante. Se puede monitorizar el progreso
de la inmunizacibén por deteccidn de los titules de
anticuerpo en plasma © suero. Se pueden usar un ELISA
estandar u otros inmunoensayos con el inmundégeno como
antigeno para valorar los niveles de anticuerpos.

Después de la inmunizacidén de un animal con una
preparacidén antigénica de un polipéptide ActRITa, se puede
obtener antisueros vy, si se desea, se pueden aislar
anticuerpos policlonales del suero, Para producir
anticuerpos monoclonales, se pueden recoger células
productecras de anticuerpo {linfocitos) de un animal
inmunizado y fusionarlas por procedimientos de fusidon de
células somaticas estandar con células inmortalizantes,
tales como células de mieloma, para obtener células de
hibridoma. Dichas técnicas son bien conocidas en este campo
e incluyen, por ejemplo, la técnica de los hibridomas
(originalmente desarrollada por Kohler y Milstein (1975},
Nature, 256: 495-497), la técnica de los hibridomas de
células B humanas (Kozbar y col. (1983), Immunology Today,
4: 72) y la técnica de los hibridomas EBV, para producir
anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col. {1985),
Monoclonal Antibodies and <Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc. pp. 77-96). Se pueden cribar las células de hibridoma
inmunoquimicamente para la produccidn de anticuerpos gque
reaccionan especificamente con un polipéptido ActRIla vy
anticuerpos monoclonales aislados de un cultivoe que
contiene dichas células de hibridoma.

El término “anticuerpo”, tal como se usa aqui,
pretende  incluir  fragmentos del mismo que también
reaccionan especificamente con un polipéptido en cuestidn.

Se pueden fragimentos anticuerpes usando tecnicas
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convencionales y cribar los fragmentos en cuanto a su
utilidad del mismo modo que como se ha descrito antes para
anticuerpos completos. Por ejemplo, se pueden Jenerar
fragmentos F(ab), tratando el anticuerpo con pepsina. Se
puede tratar el fragmento E{ab); resultante para reducir
los puentes disﬁlfuro y producir fragmentos Fab. El
anticuerpo de 1la presente invencién pretende también
incluir moléculas biespecificas de una sola cadena
quiméricas, humanizadas y totalmente humanas con afinidad
para un polipéptido ActRIIa o activina conferidas por al
menos una regidén CDR del anticuerpo. Un anticuerpo puede
ademas incluir un marcaje unido al mismo y capaz de ser
detectado (v.g., el marcaje puede ser un radioisétopo, un
compuesto fluorescente, una enzima o] un cofactor
enzimatico) .

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo recombinante, cuyo término ampara cualqguier
anticuerpo dgenerado en parte por técnicas de biologia
molecular, incluyendo anticuerpos injertados con CDR o
quiméricos, anticuerpos humanos u otros anticuerpos
reunidos a partir de dominios de anticuerpos seleccionados
de una libreria, anticuerpos de una sola <cadena y
anticuerpos de un solo dominio (v.g., proteinas Vy humanas
o proteinas Vy de camélidos). En ciertas realizaciones, un
anticuerpo de la invencidén es un anticuerpo monoclonal vy,
en ciertas realizaciones, Jla invencion hace disponibles
métodos para generar nuevos anticuerpos. Por ejemplo, un
método para generar un anticuerpo monoclonal gque se une
especificamente a un polipéptido ActRIIa ¢© a un polipéptido
de activina puede consistir en administrar a un ratén una
cantidad de una composicidén inmunogénica que contiene el
polipéptido antigénico efectivo para estimular una
respuesta inmune detectable, obtener células productoras de
anticuerpos (v.g., células del bazo}) del ratén y fusionar
las células productoras de anticuerpo con células de

mieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos
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y estudiar lcs hibridomas productores de anticuerpos para
identificar un  hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal que se une especificamente al antigeno, Una vez
obtenido, se puede propagar un hibridoma en un cultivo
celular, eventualmente en condiciones de cultivo en las que
las células derivadas de hibridoma producen el anticuerpo
monoclonal gque se une especificamente al antigeno. El
anticuerpc monoclonal puede ser purificado a partir del
cultivo celular.

El adjetivo “especificamente reactivo con”, tal
como se usa en relacién a un anticuerpo, pretende
significar, como se entiende generalmente en la técnica,
gue el anticuerpo es suficientemente selectivo entre el
antigeno de interés (v.g., un polipéptido ActRIIa) y otros
antigenos que no son de interés, es decir, que el
anticuerpo es util para, como minimo, detectar la presencia
del antigenco de interés en un tipo particular de muestra
bioldégica. En ciertos métodos que emplean el anticuerpo,
tales como aplicaciones terapéuticas, puede ser deseable un
mayor grado de especificidad en la unidén. Los anticuerpos
monoclonales tienen generalmente una mayor tendencia (en
comparacidén con los anticuerpos policlonales) a discriminar
con efectividad entre los antigenos deseados y polipeéeptidos
gque presentan reaccidn cruzada. Una caracteristica que
influye en la especificidad de una interaccidn
anticuerpo:antigeno es la afinidad del anticuerpo por el
antigeno. Aunque se puede alcanzar la especificidad deseada
con un rango de diferentes afinidades, leos anticuerpos
generalmente preferidos tendrédn una afinidad (una constante
de disociacién) de aproximadamente 107%, 1077, 107%, 107% o
menos. Dada 1la extraordinariamente estrecha unién entre
activina ¥y  ActRIIa, se espera que un anticuerpo
neutralizante anti-activina o© anti-ActRIIa tenga, en
general, una constante de disociacidn de 107 o menos.

Ademas, las técnicas usadas para cribar

anticuerpos para identificar un anticuerpo deseable pueden
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influir en las propiedades del anticuerpo obtenido. Por
ejemplo, si se va a usar un anticuerpo para unién a un
antigeno en solucidn, puede ser deseable estudiar la union
en solucién. Se dispone de una variedad de técnicas
diferentes para estudiar la interaccidn entre anticuerpos y
antigenos para identificar anticuerpos particularmente
deseables. Dichas técnicas incluyen ELISA, ensayos de unidn
por resonancia plasménica superficial (v.g., el ensayo de
unién Biacore™, Biacore AR, Uppsala, Suecia), ensayos en
sandwich (v.g., el sistema de perlas paramagnéticas de IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Maryland), western
blots, ensayos de inmunoprecipitacién e inmunchistoquimica.

Como ejemplos de categorias de compuestos de
dcidos nucleicos que son antagonistas de la activina o de
la ActRIIa, se incluyen acidos nucleicos antisentido,
construcciones de ARNi y construcciones de &acidos nucleicos
cataliticas. Un compuesto de &acido nucleico puede ser de
una o de doble hebra. Yn compuesto de doble hebra puede
también incluir regiones sobresalientes o] de no
complementariedad, donde una u otra hebra es de hélice
sencilla. Un compuesto de una sola hebra puede incluir
regiones de autocomplementariedad, lo que significa que el
compuesto forma una asi llamada estructura de “horquilla” o
de “tronco de bucle”, con una regidn de estructura doble-
helicoidal. Un compuesto de &cido nucleico puede tener una
secuencia nucleotidica complementaria a una regidn
consistente en nomas de 1.000, no mas de 500, no mas de
250, no mas de 100 o no mas de 50, 35, 30, 25, 22, 20 6 18
nucledétidos de la secuencia de acido nucleico de ActRIIa de
longitud completa ¢ de la secuencia de &acido nucleico de la
activina PA o de la activina pB. La regién de
complementariedad serd preferiblemente de al menos 8
nucledtidos y eventualmente de al menos 10 o de al menos 15
nucledtidos, y eventualmente de entre 15 y 25 nucledtidos.
Una regidén de complementariedad puede caer dentro de un

intrdédn, una secuencia codificante © una secuencia no
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codificante del transcripto de interés, tal como la porcién
de secuencia codificante. En general, un compuesto de acido
nucleico tendrda una longitud de aproximadamente 8 a
aproximadamente 500 nucledétidos o pares de bases de
longitud, y eventualmente la longitud sera de
aproximadamente 14 a aproximadamente 50 nucledtidos. Un
dcido nucleico puede ser un ADN (particularmente para uso
como antisentido), ARN o un hibrido ARN:ADN. Cualquier
hebra puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como
formas modificadas gue no pueden ser facilmente
clasificadas como ADN o ARN. De igqual modo, un compuesto de
doble hebra puede ser ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN vy
cualgquier hebra puede incluir también una mezcla de ADN vy
ARN, asi como formas modificadas que no pueden ser
fadcilmente clasificadas como ADN o ARN. Un compuesto de
dcido nucleico puede incluir cualquiera de una variedad de
modificaciones, incluyendo una © mas modificaciones en el
esqueleto {la porcidn de azlucar-fosfato en un Aacido
nucleico natural, incluyendo las uniones
internucleotidicas) o en la porcidén de las bases (la
porcidén de purinas o© pirimidinas de un &cido nucleico
natural). Un compuesto de acido nucleico antisentido tendra
preferiblemente wuna longitud de aproximadamente 15 a
aproximadamente 30 nucledtidos y contendrd con frecuencia
una o mas modificaciones para mejorar caracteristicas tales
como la estabilidad en el suero, en una célula o en un
lugar donde el <compuesto tiene probabilidad de ser
suministrado, tal como el estémago en el casce de compuestos
administrados por via oral y el pulmbébn para compuestos
inhalados. En el caso de una construccidén de ARNi, la hebra
complementaria al transcripto de interés serd generalmente
ARN o modificaciones de éste. La otra hebra puede ser ARN,
ADN o cualquier otra variacidén. La porcién duplex de la
construccién de ARNi en “horquilla” de doble hebra o de una
sola hebra tendra preferiblemente una longitud de 18 a 40

nucledtidos y eventualmente de aproximadamente 21 a 23
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nucledtidos, en la medida en que sirva como substrato
Dicer. Los acidos nucleicos cataliticos o enzimaticos
pueden ser ribozimas o enzimas de ADN y pueden también
contener formas modificadas. Los compuestos de acidos
nucleicos pueden inhibir la expresién del objetivo en
aproximadamente un 50%, 75%, 90% o mads cuando contactan con
las células en condiciones fisiolégicas y a una
concentracion en la que un control sin sentido o con
sentido tiene poco o© ningun efecto. Las concentraciones
preferidas para estudiar el efecto de los compuestos de
dcidos nucleicos son 1, 5 y 10 micromoclar. Los compuestos
de 4&cidos nucleicos pueden ser también estudiados en cuanto
a los efectos sobre, por ejemplo, el crecimiento y la
mineralizacién del hueso.

5. Ensavos de cribado

En ciertos aspectos, la presente invencidn se
relaciona con el uso de polipéptidos ActRIIa (v.g.,
polipéptidos ActRIIa solubles) y de polipéptidos de
activina para identificar compuestos (agentes) que son
agonistas o antagonistas de 1la ruta de sefalizacién
activina-ActRIIa. Los compuestos identificados por este
cribado pueden ser estudiados para valorar su capacidad
para modular el crecimiento o la mineralizacidn del hueso
in vitro. Eventualimente, estos compuestos pueden ser ademas
estudiados en modelos animales para valorar su capacidad
para modular el crecimiento tisular in vivo.

Existen numerosas aproximaciones para el
cribado de agentes terapéuticos para modular el crecimiento
tisular abordando los polipéptides de activina y ActRIIa.
En ciertas realizaciones, se puede realizar el cribado de
alto rendimiento de compuestos para identificar agentes que
perturban los efectos mediados por activina o ActRIIa sobre
el hueso. En ciertas realizaciones, el ensayo es realizado
para cribar e identificar compuestos gue inhiben o reducen
aspecificamente la unidén de un polipéptido ActRIIa a la

activina. Alternativamente, el ensayo puede ser usado para
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identificar compuestos que aumentan la unién de un
polipéptido ActRIIa a la activina. En otra realizacién, los
compuestos pueden ser identificados por su capacidad para
interaccionar con un polipéptido de activina o ActRIIa.
Bastaran una variedad de formatos de ensayo Yy,
a la luz de 1la presente descripcion, aguéllos no
expresamente aqui descritos seran, no obstante,
comprendidos por alguien con conocimientos ordinaxios en la
técnica. Tal <como se describe aqui, los compuestos
(agentes) de ensayc de la invencidn pueden ser creados por
cualquier métcodo guimico combinatoric. Alternativamente,
los compuestos en cuestidén pueden ser biomoléculas
naturales sintetizadas in vive o© in vitro. Se pueden
producir los compuestos (agentes) que se han de estudiar en

cuanto a su capacidad pare actuar como moduladores del

crecimiento de tejidos, por ejemplo, por Dbacterias,
levaduras, plantas u otros organismos (v.g., productos
naturales), guimicamente (v.g., pequefias moléculas,
incluyendo peptidomiméticos) 0 recombinantemente, Los

compuestos de ensayo contemplados por la presente invencién
incluyen moléculas organicas no peptidilicas, péptidos,
polipéptidos, peptidomiméticos, azuacares, hormonas y
moléculas de acidos nucleicos. En una realizacidn
especifica, el agente de ensayo es una pequefia molécula
organica que tiene un peso molecular de menos de
aproximadamente 2.000 daltons.

Los compuestos de ensayo de la invencidn pueden
ser presentados como entidades simples discretas, o
presentados en librerias de mayor complejidad, tales como
las producidas por gquimica combinatoria. Estas librerias
pueden incluir, por ejemplo, alcoholes, haluros de alguilo,
aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases
de compuestos orgénicos. La presentacién de los compuestos
de ensayo al sistema de ensayo puede ser en forma aislada o
coma mez¢las de compuestos, especialmente en las etapas

iniciales del cribado. Eventualmente, los compuestos pueden
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ser derivatizados con otros compuestos y tener grupos

derivatizantes que faciliten el aislamiento de 1los

compuestes. Como ejemplos no limitativos de  grupos
derivatizantes, se incluyen biotina, fluoresceina,
digoxigenina, proteina fluorescente verde, isQtopos,

polihistidina, perlas magnéticas, glutatién S transferasa
(GST), entrecruzantes fotoactivables o] cualquier
combinacién de los mismos.

En muchos preogramas de cribado de farmacos gque
estudian librerias de compuestos y extractces naturales, son
deseables ensayos de alto rendimiento para maximizar el
numero de compuestos que sobreviven en un periodo de tiempo
dado. Con frecuencia se prefieren ensayos realizados en
sistemas libres de células, tal como los gue derivan de
proteinas purificadas o semipurificadas, como c¢ribados
“primarios”, en el sentido de que pueden ser generados para
permitir el répido desarrollec y la relativamente facil
deteccidn de una alteracidén en un blanco molecular mediada
por un compuesto de ensayo. Mas atn, se pueden ignorar, en
general, los efectos de la toxicidad celular o de 1la
biodisponibilidad del compuesto de ensayo en el sistema 1in
vitro, siendo enfocado el ensayo en lugar de ello
primariamente hacia el efecto del farmaco sobre el blanco
molecular tal como puede guedar manifiesto por una
alteracidén en la afinidad de unidén entre un polipéptido
ActRIIa y la activina.

Como mera ilustracidn, en un ejemplo de ensayo
de cribado de la presente invencidn, se pone en contacto el
compuesto de interés con un polipéptido ActRIIa aislado vy
purificado capaz ordinariamente de unirse a la activina. Se
afiade entonces a la mezcla del compuesto y del polipéptido
ActRIIa una composicién que contiene un ligando ActRIIa. La
deteccidn Y la cuantificacién de los complejos
ActRIIa/activina proporcionan un medic para determinar la
eficacia del compuesto en la inhibicién (o potenciacidn) de

la formacidén del complejo entre el polipéptido ActRIIa y la
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activina. Se puede valorar la eficacia del compuesto
generando curvas dosis-respuesta a partir de los datos
obtenidos usando varias concentraciones del compuesto de
ensayo. Mas aun, también se puede realizar un ensayo de
control para obtener una linea basal para comparacidn. Por
ejemplo, en un ensayoc de control, se afade activina aislada
y purificada a una composicidén que contiene el polipéptido
BActRIIa y se cuantifica la formacidén del complejo
ActRIIa/activina en ausencia del compuesto de ensayo. Se
entenderd que, en general, se puede variar el orden de
mezcla de los reactivos y que pueden mezclarse
simulténeanente. Mas aun, en lugar de proteinas
purificadas, se pueden usar extractos y lisados celulares
para obtener wun sistema de ensayo libre de células
adecuado.

La formacidén de complejos entre el polipéptido
ActRIIa y la activina puede ser detectada por una variedad
de técnicas. Por ejemplo, se puede cuantificar la
modulacién de la formacidén de complejos usando, por
ejemplo, proteinas marcadas de forma detectable, tales como
polipéptido ActRITa o activina radiomarcados (v.g., 2P,
s, '"C o ’H), fluorescentemente marcados (v.g., FITC) o
enzimaticamente marcados, por inmunoensayo o por deteccidn
cromatografica.

En ciertas realizaciones, la presente invencién
contempla el wuso de ensaycs de polarizacidén de 1la
fluorescencia y ensayos de transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia (FRET) en la medicidn, directa
o indirectamente, del gradoe de interaccidén entre un
polipéptido ActRIIa y su proteina de unidén. Ademas, otros
modos de deteccidn, tales come los basados en guias de
ondas oépticas (Publicacidédn PCT WO 96/26432 y Patente EE.UU.
N°® 5.677.196), resonancia plasmbénica superficial (SPR),
sensores de carga superficial y sensores de fuerza
superficial, son compatibles con muchas realizaciones de 1la

invencion.
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Mas aun, la presente invencidn contempla el uso
de un ensayo de trampa de interaccién, también conocido
como el “ensayo de dos hibridos”, para identificar agentes
que destruyen o potencian la 1interaccidn entre un
polipéptido ActRIIa y su proteina de unidén. Véanse, por
ejemplo, la Patente EE.UU., N° 5.283.317; Zervos y col.
(1993), Cell 72: 223-232; Madura y col. {1993}, J Biol Chem
268: 12046-12054; Bartel y col. (1993), Biotechniques 14:
920-924; y Iwabuchi y col. (1993), Oncogene 8: 16923-1696).
En una realizacidén especifica, la presente invencidn
contempla el uso de sistemas de dos hibridos invertidos
para identificar compuestos (v.qg., peguenias moléculas o
péptidos) que disocian las interacciones entre un
polipéptido ActRIfa y su proteina de unién. Véanse, por
ejemplo, Vidal y Legrain (199%9), Nucleic Acids Res 27: 919-
29; vidal y Legrain (1999), Trends Biotechnol 17: 374-81; vy
las Patentes EE.UU. N°® 5.525.490, 5.955.280 y 5.965.368.

En c¢iertas realizaciones, 1los compuestos en
cuestidn 50N identificados por Su capacidad para
interaccionar con un polipéptido ActRIIa o activina de la
invencién., La interaccidn entre el compuesto y el
polipéptido ActRIIa o activina puede ser covalente o no
covalente. Por ejemplo, dicha interaccién puede ser
identificada a nivel proteico usando métodos bicguimicos in
vitro, incluyendc fotoentrecruzamiento, unién de ligandos
radiomarcados y cromatografia de afinidad (Jakoby WB vy
col., 1974, Methods in Enzymolegy 46: 1l). En ciertos casos,
los compuestos pueden ser cribados en un ensayo basado en
el mecanismo, tal como un ensayoc para detectar compuestos
que se unen a un polipéptido de activina o BActRIla. Este
puede incluir un fendmeno de unidén en fase sdélida o en fase
fluida. Alternativamente, el gen codificante de un
polipéptido de activina o ActRIIa puede ser transfectado
con un sistema informador (v.g., f-galactosidasa,
luciferasa o proteina fluorescente verde) en una célula vy

cribado frente a la libreria, preferiblemente por un
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cribado de alto rendimiento o con miembros individuales de
la libreria. Se pueden emplear otros ensayos de unidn
basados en el mecanismo, por ejemplo ensayos de unién que
detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de union
pueden ser llevados a cabo con el blance fijado en un
pocillo, perla o chip o© capturado por un anticuezrpo
inmovilizado o resuelto por electroforesis capilar. Se
pueden detectar los compuestos unidos normalmente wusando
colorimetria o fluorescencia o© resonancia plasmbénica
superficial.

En ciertos aspectos, la presente 1invencién
proporciona métodos y agentes para modular (estimular o
inhibir) la formacidén del hueso y aumentar la masa 6sea.
Por lo tanto, se puede estudiar cualquier compuesto
identificado en células enteras o tejidos, in vitro o in
vivo, para confirmar su capacidad para modular el
crecimiento o la mineralizacidén del hueso. Se pueden
utilizar diversos métodos conocidos en la técnica con este
fin.

Por ejemplo, se puede determinar el efecto de
los polipéptidos ActRIIa o activina o de los compuestos de
ensayo sobre el crecimiento del hueso o del cartilago
midiendo la induccién de Msx2 o la diferenciacidn de las
células osteoprogenitoras en osteoblastos en ensayos
basados en células (véanse, v.g., Daluiski y col., Nat
Genet. 2001, 27{1): 84-8; Hino y col., Front Biosci. 2004,
9: 1520-9). Otro ejemplo de ensayos basados en células
incluye el analisis de la actividad osteogénica de los
presentes polipéptidos ActRIIa o activina y de 1los
compuestos de ensayo en células progenitoras mesenguimales
y osteoblasticas. Para ilustrar, se pueden construir
adenovirus recombinantes que expresan un polipéptideo de
activina o ActRITa para infectar células C3H10T1/2
progenitoras mesenqguimales pluripotentes, c¢é&lulas ¢2Cl172
preosteoblasticas y c¢élulas TE-85 ostecoblasticas. Se

determina entonces la actividad osteogénica midiendo la
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induccién de fosfatasa alcalina, de osteocalcina y de 1la
mineralizacién de la matriz (véase, v.g., Cheng y col., J
Bone Joint Surg Am. 2003, B8S5-A(8): 1544-52).

La presente invencidén también contempla ensayos
in vivo para medir el crecimiento del hueso o del
cartilago. Por ejemplo, Namkung-Matthai y col., Bone, 28:
80-86 (2001), describen un modelo de ostecporosis en rata
en el gue se estudia la reparacidén obsea durante el perlodo
inicial después de una fractura. Kubo y c¢ol., Steroid
Biochemistry & Molecular Biology, 68: 197-202 ({1999),
también describen un modelo de osteoporosis en rata en el
que se estudia la reparacién 6sea durante el periodo tardio
después de una fractura. Andersson y col., J. Endocrinol.
170: 529-537, describen un modelo de osteoporosis en ratédn
en el qgue se someten los ratones a ovariectomia, que hace
gque los ratones pierdan un contenido mineral éseo y una
densidad mineral o6sea substanciales, perxdiendo el hueso
trabecular aproximadamente un 50% de la densidad mineral
bsea. Se podria aumentar la densidad é6sea en los ratones
ovariectomizados por administracidédn de factores tales como
la hormona paratiroidea. En ciertos aspectos, la presente
invencién hace uso de ensayos de curacidén de fracturas
conocidos en la técnica. Estos ensayos incluyen la técnica
de fractura, el andlisis histoldogico y el andlisis
bioquimico, qgue se describen en, por ejemplo, la Patente
EE.UU. N° 6.521.750, agqui incorporada como referencia en su
ftotalidad por su descripcidédn de protocolos experimentales
para causar fracturas, asli como para su alcance, y del
proceso de reparacidn.

6. Eijemplos de usos terapéuticos

En c¢iertas realizaciones, se pueden usar los
antagonistas activina-ActRIIa (v.g., polipéptidos ActRIIa)
de 1la presente invencidén para tratar o prevenir una
enfermedad o condicidén asoclada a lesidn obsea, ya sea,
v.g., por rotura, pérdida o desmineralizacidén. En ciertas

realizaciones, la presente invenciédn proporciona métodos de
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tratamiento o de prevencion de la lesién o6sea en un
individue que lo necesite por administracidén al individuo
de una cantidad terapéuticamente efectiva de un antagonista
activina-ActRIIa, particularmente un polipéptido ActRIIia.
En ciertas realizacicnes, la presente invencidn proporciona
métodos para promover el crecimiento © la mineralizacibn
del hueso en un individuo que lo necesite por
administracidn al individuo de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un antagonista activina-
ActRIIa, particularmente de un polipéptido ActRIIa. Estos
métodos estidn encauzados preferiblemente a tratamientos
terapéuticos y profiléacticos de animales, y mas
preferiblemente de humanos. En ciertas realizaciones, 1la
descripcidén proporciona el uso de antagonistas activina-
ActRIIa (particularmente de polipéptidos ActRIIa solubles y
anticuerpos neutralizantes dirigidos a activina o ActRIla)
para el tratamiento de trastornos asocociados a una baja
densidad ésea o a una menor resistencia del hueso.

Tal como se usa aqui, un terapéutico que
“previene” un trastorno o© condicidén se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce 1la
incidencia del trastorno o condicidén en la muestra tratada
en relacidén a una muestra control no tratada, o que retrasa
la aparicién o reduce la gravedad de uno o mds sintomas del
trastorno o condicién en relacién a la muestra control no
tratada. El término “tratamiento”, tal como se usa aqui,
incluye 1la profilaxis de 1la condicién nombrada o el
mejoramiento o la eliminacién de la condicidén una vez se ha
establecidoe. En cualquier casc, se puede discernir entre
prevencién o tratamiento en el tratamiento proporcionado
por un  médico y el resultado  pretendido de la
administracidén del agente terapéutico.

La descripcidén proporciona métodos de induccién
de la formacion de hueso y/o cartilago, de prevencién de la
perdida ésea, de aumento de la mineralizacidén Osea o de

prevencién de la desmineralizacion del hueso. For ejemplo,
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los antagonistas activina-ActRIIa en cuestidn tieneén
aplicacién en el tratamiento de la osteoporosis y en la
curacidén de fracturas dseas y defectos del cartilage en
humanos y otros animales. TLos polipéptidos ActRITa o
activina pueden ser dtiles en pacientes dilagnosticadoa con
baja densidad ¢ésea subclinica, come medida protectora
contra el desarrcllo de la osteoporosis.

En una realizacidn especifica, los métodos vy
composiciones ade 1la regente invencidédn pueden hallar
utilidad wmédica en 1la curacidon de fracturas oOseas vy
defectos del cartilage en humanos y otros animales. Los
presentes métodos vy composiciones pueden tener también un
use profilactico en la reduccién de fracturas tanto
cerradas comg abiertas y también en la mejor fijacidbn de
articulaciones artificiales. La formacidn de hueso de novo
inducida por un agente osteogénico contribuye a 1la
reparacitn de defectos cranecofaciales congénitos, inducidos
por traumatismos o inducidos por reseccidn oncolégica y es
también Gtil en cirugia pléstica cosmética. En clertos
casos, 1los presentes antagonistas activina-ActRlIa pueden
proporcionar un ambiente para atraer a las c¢élulas
formadoras de huess, estimular el c«recimiento de las
células formadoras de hueso o inducir la diferenciacidn de
progenitoras de las células formadoras de hueso. Los
antagonistas activina-ActRIIa de la invencidén pueden ser
dtiles también en el tratamiento de la ostecporosis.

Los métodos y composiciones de la invencidn
prueden ser aplicados a condiclenes caracterizadas bpor
pérdida dsea o que la causan, tales como la ostecporcesis
(incluyendo la esteoporosis secundariay}, el
hiperparatiroidismo, la enfermedad de Cushing, la
enfermedad de Paget, la tirotoxicosis, el estado diarreico
o malabsorcidén crénices, la acidosis tubular renal o 1la
anorexia nerviesa.

La osteoporosis puede egtar causada por, o

asociarse a, varios factores. Ser hembra, particularmente
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una hembra posmenopdusica, tener uvn bajo peso corporal vy
llevar un estilc de vida sedentaric son todos factores de
riesgo para la osteoporosis (pérdida de densidad mineral
del hueso, que conduce a riesgc de fracturas). Las parsonas
gue tienen cualquiera de los siguientes perfiles pueden ser
candidatas al tratamiento cen un antagonista ActRIIa: una
muejer posmencpéusica y gue no toma estrdégenos u olra
terapia de reemplazo hormonal; una persona con una historia
perscnal o materna de fractura de cadera o de tabaquismo;
una mujer posmenopausica que &5 alta (por encima de 5 pies
y 7 pulgadas) o delgada (menos de 125 1libras); un hombre
con condiciones c¢linicas asociadas a pérdida o&sea; una
persona que utiliza medicaciones que se sabe causan pérdida
4sea, 1incluyendo corticosterocides tales como Prednisone™,
diversas medicaciones anticonvulsivantes Tales Come
Dilantin™ vy ciertos barbituratos, o farmacos de reemplazo
tircideo a altas dosis; una persona que tiene diabeltes de
tipo 1, enfermedad hepatica, enfermedad renal ¢ una
historia familiar de osteoporsosis; una persona gque tiene
una alta renovacién Osea (v.g., excesivo colégeno en
muestras de crina); una perscna con una condicidn tircoidea,
tal como hipertiroidisme; una persona gque ha experimentado
una fractura después de un tan sdolo un traumatismo leve;
una persona que ha tenido evidencia por rayos x de fractura
vertebral u otrecs signos de ostegporesis.

Como se ha indicado antes, la osteoporosis
puede ser tambiép surgir ccme una condicidn asociada z otro
trastornc © por el uso de «ciertas nmedicaciones. La
osteoporosis resultante de farmacos o de otra condicidn
médica es conocida come osteopeorosis secundaria. En  una
condicidén conocida come la enfermedad de Cushing, el exceso
de cantidad de cortisol producida por el organismo da lugar
a osteoporosis y fracturas. Las medicaciones mas comunes
asociadas a la osteoporosis secupndaria son 1os
corticeosteroides, una clase de farmaces gue actian como el

cortiscl, una hormona preoducida de forma natural por las
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glandulas adrenales. Aungua se necesitan niveles adecuados
de hormonas tTircideas {(qgue son producidas por la glandula
tircidea) para el desarrollo del esgueleto, un exceso de
hormona tiroidea puede reducir la masa Gsea a lo largo del
tiempo. Los antacides que contienen altmina pueden conducir
a pérdida 6sea cuando se toman en dosis altas por personas
con problemas renales, particularmente las gue sufren
di&lisis. Otras medicaciones gue c¢ausan ostecporosis
secundaria incluyen fenitoina {Dilantin) vy barbituratoes,
que se usan para prevenir las convulsiones; metotrexato
(Rheumatrex, Tinmunex, Folex PFS), un farmacoe para algunas
formas de artritis, cancer ¥ trastornos inmunes;
ciclosporina (Sandimmune, Neoral), un farmaco usado para
tratar algunas cnfermedades autoimmines y para suprimin el
sistema inmune en pacientes de trasplantes de 6rganos;
agonistas de la hormona liberadora de la hormona
luteinizante ({(Lupron, Zoladex), usados para tratar el
cancer de prostata 1% 1a endometriosis; heparina
{Calciparine, Liguaemin), una medicacién anticoagulante; vy
colestiramina {Questran) y colestipocl (Colestid), usados
para tratar el c¢clesterol alte, La pérdida ésez resultante
de la terapia contra el clncer esta ampliamente reconocida
y s& le dencmina pérdida ésea inducida por terapia conrtra
el cancer (CTIBL). Las metéstasis &seas pueden crear
cavidades en el hueso que pueden ser corregidas por
tratamiento con antagonistas activina-ActRIIa.

En upa realizacidn preferida, los antagonristas
activina-ActRIIa, particularmente una ActRIIa soluble, aqui
descritos pueden ser usados en pacientes de ca&ncer. Los
pacientes que tienen ciertos tumores (v.g., de préstata, de
mamz, mieloma miltiple ¢ cualguiex otro tumor gue caﬁse
hiperparatiroidismo) se hallan en alto riesgo de pérdida
6sea debido a pérdida dsea inducida por el tumor, asi como
a metastasis Oseas y agentes terapéuticos. Dichos pacientes
pueden ser <cratades c¢on antagonistas activina-ActRIIa

inclusc en ausencia de evidenciz de pérdida dssa o de
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metdstasis oseas. Los pacientes pueden ser  también
monitorizades en cuanto a evidencia de pérdida ¢ésea o de
metéstasis odseas vy pueden ser tratados con antagonistas
activina-ActRIla en case de gue los indicadores sugieran un
mayor riesgo. En general, se emplean barridos DEXA para
valorar los cambiocs en la densidad ésea, mientras que se
pueden usar indicadores de remcdelacidn osea para valorar
la probabilidad de metédstasis Oseas. Se pueden monitorizar
los marcadores séricos. La fosfatzsa alcalina especifica
del hueso (BSAP) es uvna enzima que esta presente en los
ostecblastos. Los niveles en sangre de BSAP aumentan en
pacientes con metastasis Osea y otras condiciones que dan
lugar a una mayor remcdelacién ésea. La osteocalcina y los
péptidos procolégeno se asocian también a la formacién del
hueso y a metéstasis 6seas. Se han detectado aumentcs en la
BSAP en paclientes con metastasis &sess causadas por el
cancer de prbstata, y en menor grado en metdstasis &seas
por cancer de mama. Los niveles de Proteina-7 Morfogenética
Osea (BMP-7) estan altos en el cancer de préostata gue ha
metastatizade al hueso, pero no en metdstasis dseas debidas
a cancer de vejiga, piel, higade o© de pulmbén. El
telopéptido carbori-terminal de tipo 1 (ICTP) s un
entrecruzamiento que se eguncuentra en el coldgeno cue se
forma durante la resorcién del huesc. Como el huess esta
siendo constantemente destruido y formado de nuevo, el ICTP
se encontrarid por todo el organismo. $Sin embargo, en el
sitio de la metastasis Hsez, el nivel sera
significativamente mayor gue en un area de hueso normal. Se
he encontrade ICTE en altos npiveles en mecdstasis dsea
debida a «céncer de prostata, pulmén y mama. ctro
entrecruzamiento del coléigeno, &l telopéptido N-terminal de
tipo I (NTx), se produce Jjunto con el ICTP durante la
renovacién ésea. La cantidad de NTx aumenta en meltastasis
&seas cauvsadas por michos tipes diferentes de c¢éincer,
incluyende el céncer de pulmdn, prdstata y mama. Ademés,

los npiveles de NTx aumentan con la progresidén de la
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metastasis Hs3ea. Por lo tanto, este marcador puede ser
usado para detectar la metéstasis, asi como para medir el
grado de la enfermedad. Otros marcadores de résorciodn
incluyen piridinolina vy desoxipiridinolina. Cualguier
aumento en los marcadores de resorcidn o en los marcadores
de metéstasis d&seas indica la necesidad de terapia con
antagonistas activina-RctRIIa en urn paciente.

Los antagonistas activina-ActRIIa pueden ser
administrados conjuntamente con otros agentes
farmacéuticos. Se puede realizar la administracién conjunta
por administracidén de una scla coformulacién, por
administracién simultdnea o por administracidn en momentos
separados. Los antagonistas activina-BetRIIa pueden ser
particularmente wentajoseos si se administran con otros
agentes activas en el hueso. Un paciente puede beneficlarse
de recibir un antagonista activina-ActRIIa vy de tomar
conjuntamente suplementos de calcio, witamina D, ejercicio
apropiade y/o, en algunos cascs, otra medicacién. Como
ejemplos de otras medicaciones, se incluyen bisfostfonatos
{alendronato, ibandronato y risedronato), calcitonina,
estzrdgencs, hermona paratiroicea Y raloxifeno. Los
bisfosfonatos (alendronato, ibandronatce y risedronato), la
calcitonina, Llos estrdgenos y el ralexifeno afectan al
ciclo de remecdelacidn del huese y se clasifican <cmo
medicaciones antiresortivas. TLa remcdelacién del huesc
consiste en dos fases distintas: la resocrcién del hueso y
la formacién del hueso. Las medicaciones antiresortivas
enlentecen 0 detienen la porcién de resorcidédn del hueso del
ciclo de remodelaaibn Osea, pereo no enlentecen la porcidn
de formacion del huesg del cicle. Como resultado, continta
una nueva formacifén a una mayor velocidad gque la resorciédn
6sea y la densidad del huesc puede aumentar a lo largo del
tiempo. La teriparatida, una forma de hormona paratiroidea,
aumenta la velocidad de formacidn del huese en el ciclo de
remodelacién 6sea. El alendronato estd aprobado tanto para

la prevencion {5 mg al dia o 3% mg una vez por semana) como
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para el tratamiento (10 mg al dia o 70 mg una vez por
semana) de la ostegperosis posmenopausica. El alendronato
reduce la pérdida Osea, aumenta la densidad dsea y reduce
el riesgo de fracturas de columna, mufieca y cadera. Bl
alendroneatc esta también aprobado para el tratamiento de la
gsteoporosis inducida por glucocorticoides en hombres y
mujeres como resultado del uso a large plaze de estas
medicacionres {(es decir, prednisonas y cortisona)l y para el
tratamiente de la osteoporosis en hombres. El alendronato
més vitamina D estd aprobado para el tratamientc de la
osteoporosis en mujeres posmenopiusicas (70 mg una vez por
semana mmas vitamina D} y para el tratamiento para mejorar
la masa ¢ésea en hombres con ostecporosis. EI ibandronato
esté& aprobade para la prevencidén y el tratamiento 1la
osteoporcsis posmencopdusica. Tomade como una pildorz una
vez al mes (150 mg), el ibandronatoc debe ser tomads el
mismo dia cada mes. El ibandronato reduce la pérdida dsea,
aumenta la densidad ¢sea y reduce el riesgo de fracturas de
columna. El risedronato est& aprobado para la prevencién y
el tratamiento de la osteoporosis posmencopldusica. Tomade
diarviamente (dosis de 5 mg) o semanalmente (dosis de 3% mg
¢ dosis de 35 mg con calcio), el risedronato enlentsce la
pérdida odsea, aumenta la densidad $sea y reduce el riesgc
de fracturas de cclumpa y no esapinales. El risedronatc estd
también aprobadc para uso por hombres y mujeres para
prevenir y/o tratar la ostecpcrosis inducida por
glucocorticoides que resulta del uss a largo plazo de estas
medicaciones {es decir, predniscona o cortisona). La
calcitonina es una hormona naturzl implicada en  la
regulacion del calcio v en el metabolismo del huesc. En
mujeres que hzn pasado mas de 5 afos desde la menopausia,
la calcitoninae enlentece la péf%ida OGsea, aumenta la
densidad ¢sea espinal y puede aliviar el dolor asocciado a
las fracturas o6seas. La calcitonina reduce el riesgo de
fracturas de columna. La calcitonina estd disponible como

una inyeccién (50-100 OI dizrvias) ¢ aspray nasal (200 UI
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diarias). La terapia estrogénica (TE)/terapia hormonal (TH)
esta aprobada para la prevencidn de la osteoporosis. La TE
ha mostrade reducir la pérdida désea, aumentar la densidad
osea tanto en la columna como en la cadera y reducir el
riesgo de fracturas de cadera y columna en mujeres
posmenopausicas. La TE es administrada m&s comanmente an
forma de ura pildora o de un parche cuténeo que suministra
una baja dosis de aproximadamente 0,3 mg diatnios o una
dosis estandar de saproximadamente 0,625 mg diarios y es
efectiva incluso cuando se inicia después de los 70 afies de
edad. Cuando se toma el estrdgens solo, puede aumentar el
riesgo de una mujer de desarrollar cancer del revestimiento
uterinoe (ciancer endometrial). Para eliminar este riesgo,
los cuidadores de la salud prescriben la hermona progesting
en combinacidn con estroégeno (terapiz de reemplazo hormonal
o TH) para aquellas mujeres gque tienen un Qtero intacto. La
TE/TH alivia lcs sintomas de la mencpausia y ha mostrado
tener un efectc beneficioso 3obre la salud del hueso. Lcs
efectos colaterzles pueden incluir sangradeo vaginal,
sensibilidad de la mama, alteraciones del humor vy
enfermedad de la vesicula biliar. Bl raloxifeno, a 60 mg al
dia, estad aprobado para la prevencidén y el tratamiento de
la osteoporosis posmenopausica. Es de una clase de farmacos
liamados Moduladores de los Receptores de Estrégenos
Selectivos (SERM] que han sido desarreollados para apontar
los efectos beneficiosos de los estrégenos sin  sus
inconvenientes potenciales. ELl raloxifenc aumenta la masa
ésea y reduce el riesgo de fracturas de columna. AdGn no se
dispone de datos para demostrar que el raloxifensc rpuede
reducir el riesgo de fracturas de cadera y otras fracturas
no espinales. La teviparatida, wuna forma de hormona
paratiroidea, estd aprchada para el tratamiente de la
ostecporosis en mujeres posmenopdusicas y en hombres gue se
hallan en un alto riesqgo de fractura. Esta medicacién
estimula 1a formacidn de nuevo hueso y aumenta

significativamente la densidad mineral del hueso. En
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mujeres posmenspdusicas, se observd reduccidn de fracturas
en la c¢olumna, la cadera, el pie, las costillas y la
mufeca. En hombres, se observd reduccidn de fracturas en la
columna, perce habla datos insuficientes para evaluar la
reduccién de fracturas en otros lugares. La Leriparatida es
autoadministrada como una inyeccidédn diaria durante hasta 24
meses.

7. Composiciones farmacéuticas

BErr  clertas realizaciones, los antagonistas
activina-EctRIIa {(v.g., polipéptidos  AcCtRIIa) de la
presente invencién estédn formulados con  un  soporte
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, se puede
administrar wun pelipéptido ActRIla scole ¢ como  un
cemponente de una formulacidén farmacéutica (composicidn
terapéutical. Los presentes compuestos pueden ser
tormulados nara administracién en cualquier forma
conveniente parz uso en medicira humana o veterinaria.

En ciertas realizaciones, el método terapg£utico
de la invencidn incluye la administracidn de la composicién
sistémica ¢ localmente como implante o dispositivo. Cuando
se administra, la composicidn terzpéutica para uso en esta
invencidn estd, por supuesto, en forma Tfisioldgicamente
aceptable libre de pirdgenos. Se pureden administrar agentes
terapéuticamente 1dtiles distintos de los antagonistas
ActRIla, y gque también pueden ser eventualmente incluidecs
en la compogicién antes descrita, simulténea o)
secuencialmente con los nresentes  compuestos {v.g.,
polipéptidos ActRITa) en los métodos de la invencidn,

Tipicamente, los antagonistas ActRIIa seran
administrados parenteralmente. Las composiciones
farmacéuticas adecuadas para administracidn parenteral
pueden incluir uno o més polipéptidos BctRIIa en
combinacién con una o mas solucicnes, dispersiones,
suspensiones o0 emilisiones acuosas o no acuosas, iscténicas,
estériles y farmacéuticamente aceptables ol polwvos

estériles, que pueden ser receonstituidos en soluciones o©
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dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso,
que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos, solutos gque hagan gue la formulacidn sea
isotbébnica con la sangre del receptor al que se destinan, o©
agentes suspensores ¢ espesantes. Come ejemplos de scportes
aCu0s03 y no acucsos adecuados gque pueden ser empleados en
las composiciones farmacéuticas de la invencidn, se
incluyen agua, etanol, policles {tales como glicercl,
propilenglicol, polietilenglicol y similares) vy mezclas
adecuadas de los mismos, aceites wvegetales, tales como el
aceite de oliva, vy ésteres organicos inyectables, tales
come oOleatoc de etilo. Se puede mantener la fluidez
apropiada, por ejemplo, usando materiales de revestimiento,
tales como lecitina, manteniendo el tamafio de particula
requerido en el c¢aso de las dispersiones y usando
surfactantes.

Ademds, la composicidén puede ser encapsulada o
inyectada en una forma para administraciédn a un sitie
tisular de destino {(v.g., hueso). En ciertas realizaciones,
las composiciones de la presente invencidén pueden incluir
una nmatriz capaz de administrar uno O més compuestos
terapéuticos (v.qg., polipéptidos ActRIla) a wun sitio
tisular de destino ({v.g., huess), gque proporcicne una
estructura parz el tejido en desarrollo y que gea
éptimamente capaz de vreabsorberse en el orxganismo. Por
ejemplo, 1a matriz puede permitir la liberaciédn lenta de
los polipéptidos ActRITIa, Dichas matrices pueden estar
fermadas de materiales actualmente en uso para otras
avlicacicnes médicas implantadas.

La eleccién del material de la matriz se basa
en la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, las
propiedades mecanicas, el aspecto cosmético vy las
propiedades de interfase. La aplicacidn particular de las
presentes composiciones definiré la formulacidn apropiada.
Las matrices potenciale3 para las compesiciones pueden ser

sulfato de calcic, fosfato tricadlcico, hidroxiapatite,
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dcide polilactico vy polianhidrides Dbiodegradables vy
gquimicamente definides. Otros materiales potenciales son
biodegradables y biclégicamente bien definidos, tales como
hueso o colageno dérmico. Otras maktrices estan constituidas
por proteinas puras o componentes de la matriz
extracelular. Ctras matrices potenciales son no
biodegradables y auimicamente definidas, tales COmo
hidrocapatito sinkerizado, biovidrio, aluminatos o© otras
cerdmicas. Las matrices pueden estar constituidas por
combinaciones de cualguiera de los tipos antes mencionados
de material, tales como acido poliléctico e hidroxriapatito
¢ colégeno y fosfato tricllcice. Las bioceramicas pueden
ser alteradas en su composicidn, tal como en aluminatoe-
fosfato-de calcic, y en el procesado para alterar el tamafo
de poro, el tamafio de particula, 1la forma de la particula y
la biodegradabilidad.

En clertas realizacicnes, los métodos de la
invencién pueden ser para administracidén oral, v.g., en
forma de capsulas, cachets, pildoras, tabletas, pastillas
{usando una base saborizada, normalmente sacarose y acacia
o tragacanto), polves, granulos o como vna solucién o una
suspension en un ligquido acudso O nO acuese, O COMo una
emulsién liquida de aceite-en-zgqua o de agua-en-aceite, o
como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base
inerte, tal como gelatina y glicerina, © sacarosa y acacie!
y/o como lavados bucales y similares, conteniende cada uno
una cantidad predeterminada de un agente como ingrediente
activo. También se puede administrar un agente come bolo,
electuario o pastis.

En las {formas solidas de dosificacidn para
administracién cral (capsulas, tabletas, pildoras, grageas,
polves, grénulos y similares), se pueden mezclar uno o mas
compuestos terapéuticos de la presente invencidn con uno o
mas soportes farmacéuticamente aceptables, tales como
citrato de sodio o fosfato dicaleico, v/o cualguiera de los

siguientes: (1) rellenantes o© extenscres, tales como
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almidones, lactoesa, sacarossz, glucosa, manitel y/o acido
silicico; (2}  ligantes, tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes,
tales como glicerol; (4} agentes desintegrantes, tales como
agar-agar, <arbonato de calclio, almidon de patata o
tapioca, Acido alginice, ciertos silicatos y carbonato de
sodio; {5) agentes retardantes de la disclucidn, tales como
parafina; (6) aceleradores de la &bsorcidn, tales como
compuestos de amonio cuaternario; (7)) agentes hidratantes,
tales como, por ejemplo, alcohel cetilico y monoestearato
de glicerol; {8) absorbentes, tales como caolin y arcilla
bentonita; (9} lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos,
laurilsulfato de sodico vy sus mezclas: y  {(10) agentes
colorantes. En el «caso de las capsulas, tabletas vy
pildoras, las composiciones farmacéuticas pueden incluir
también agentes tamponantes. También se pueden emplear
composiciones sdélidas de un tipoc similar como rellenantes
en capsulas de gelatina blanda y dura rellenas wusando
excipilentes talegs como lactosa o azucares de la leche, asi
como polietilenglicoles de alto pese molecular y similares.

Las formas ligquidas de dosificacidén para
administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensicnes, jarabes y elixires
farmacéuticamente aceptables. Ademas  del ingrediente
activo, las formas liquidas de desificacidn pueden contener
diluyentes inertes comiunmente usados en la técnica, tales
como agua u otros sclventes, agentes solubilizantes vy
emulisores, tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcchol
bencilico, benzocato de Dbencilo, propilenglicel, 1,3~-
butilenglicol, aceites (en particular, aceites de algedén,
cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo}, glicerol,
alcohel tetxahidreofurilice, polietilenglicoles y ésteres de

acidos grasos y de scorbitdn vy ses mezclas. hdemas de
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diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir
también adyuvantes tales como agentes humectantes, zgentes
emulsores Y suspensores Y agentes edulcorantes,
saborizantes, cclgrantes, perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademés de logs compuestos

activos, pueden contener agentes suspensores tales como

alcoholes isoestearilicos etoxilados,
polioxigtilensorbitel, ésteres de sorbitan, celulosa
microcristalina, metahidréxidec de aluminio, bentonita,

agar-agar y tragacanto y sus mezclas.

Lasz composiciones de la invencidn pueden
también contenexr adyuvantes, tales como conservantes,
agentes humectantes, agentes emulscres y agenltes
dispersantes. Se puede asequrar la prevencién de la accidn
de los microorganismos mediante la inclusién de diversos
agentes antibacterisncs y antifdngicos, por ejemplo
parabén, clorobutancl, 4&cido fenolsérbico y similares.
También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos,
tales como azizares, c¢loruro de sodic y similares, en las
composiciones. Ademas, se puede conseguir la absorcién
prelongada de la forma farmacéutica inyectable por medic de
la inclusitn de agentes que retrzsan la absorcidn, tales
como monoestearatc de aluminio y gelatina.

Se entiende que el régimen de dogificacidn seré
determinado por el meédico asistente considerandc diversos
facteres que modifican la accidn de los  presentes
compuestos de la invencién (v.g., polipéptidos ActRIlza).
Los diversos factores incluyen, aunque sin limitacidén, 1la
cantidad de pesg O8eo gque se desee formar, el grade de
pérdida de densidad 6sea, el sitio de la lesion dsea, la
condicidn del. huesc lesionado, la edad, sexo y dieta del
paciente, la gravedad de cualguier enfermedad que pueda
estar contribuyendo a la pérdida osea, €l tiempo de
adininistracién y otros factores clinicos. Eventualmente, la
dosificacidn puede variar c¢on el tipo de matriz usada en la

reconstitucién y los tipos de compuestes en la compesicidn.
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La adicién de ofros factores de crecimiento conogidos a la
composicidn final puede tambiér afectar a la dosificacién.
Se puede monitorizar el progreso por valoraciédn periddica
del crecimientoc y/o la reparacién del hueso, por ejemplo
por rayoes X {incluyendo DEXA) , determinacicnes
histomorfométricas y marcaje con tetraciclina.

Experimentos con ractones han demestrado que los
efectos de ActRTIa-Fc sobre el hueso son detectables cnando
se dosifica el compuesto a intervalos y en c¢antidades
suficientes para consequir concentrzciones séricas de 0,2
ug/kg o superigres y son deseables niveles séricos de 1
hg/kg o 2 pygl/kg o superigres para conseguir efectos
significatives sobre la densidad v resistencia del hueso.
Aungue no existen indicaciones de que dosis superiores de
BctRlIa-Fc sean indeseables debido a efectos colaterales,
se pueden disefar los regimenes de dosificacién para
alcanzar concentraciones séricas de entre 0,2 y 15 pg/ky, vy
eventualmente de entre 1 y 5 pg/kg. En humanos, se pueden
consequir niveles sérices de 0,2 ng/kg con una sola dosis
de 0,1 nyg/kg ¢ superior y 8e pueden conseguir niveles
séricos de 1 pg/kg con una gola dosis de 0,3 mg/kg o
superior. La vida media en suero c¢haervada de la molécula
es5 de entre aproximadamente 20 y 38 dias, substancialmente
mayor que la mayoria de las proteinas de fusidn Fo, y se
puede conseguir de este mode un nivel séricc efectivo
mantenido, por ejemple, por dosificacién con 0,2-0,4 mg/kg
en una base semznal o bisemanal, ¢ se pueden usar desis
superiores con intervalcs mas largos entre dosificaciones.
Por ejemplo, se podrian usar dosis de 1-3 mg/kg en una base
mensual y bimensual, y el efecto sobre el hueso puede ser
le suficientemente duradero como para gque la dosificacién
sea necesaria s6lc una vez cada 3, 4, 5, 6, 9, 1Z o mas
meses.

En ciertas realizacicnes, la presente invenciodn
preporciona también terapia génica para la produccidén in

vive de polipéptidos ActRIlaz. Dicha terapia conseguiria su
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efecto terapéutico por introcduccidén de las secuencias
polinucleotidicas ActRIIa en células o tejidos gque tienen
los trastornos antes enumerados. Se puede conseguir la
administracién de secuencias pslinucleotidicas ActRIla
usando un vector de expresién recombinante tal como un
virus quimérico o un sistema de dispersion ccleidal. Es
preferido cara la administracidn terapéutica de secuencias
polinucleotidicas ActRITa el uso de liposomas dirigidoes.

Diversos vectores virices gque pueden ser
utilizados para terapia génica comg aqui se ensefla incluyen
adenovirus, virus herpes, vaccinia o, preferiblemente, un
virus ARN tal como un retrovirus. Preferiblemente, el
vector retrovirico es wun derivado de un retrovirus murino o
aviar. Como ejemplos de vectores rebroviricos en los que se
puede insertar un Unico gen extrafio, se incluyen, aungue
sin limitacién: el virus de la leucemia murina de Mclcney
{MoMuiv}, el virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSv},
el virus del tumor mamario murinc {MuMTV) y el Virus del
Sarcoma de Rous (R3V}. Una serie de vectores retroviricos
adicionales pueden incorporar miltiples genes. Todos estos
vectores pueden transferir o incoerporar un gen para un
marcador seleccionable de tal forma que se puedan
identiticar y generar célnlas transducidazs. Se puede hacer
que los vectores retroviricos sean especificos para un
ohjetivo uniendo, por ejemplo, un azucar, un glicolipide o
una proteina. Se consigue el abordaje preferide usando un
anticuerpo. Los expertos en la técnica reconocerdn que se
pueden insertar secuencias polinucleotidicas especificas en
el genoma retrovirice o unirlas a una envuelta virica para
permitiz la administracién especifica de objetivo del
vector relrovirico que contiene el polinucledtido ActRIIa.
En una realizacidn preferida, el vector se dirige a hueso o
cartilago.

Alternativamente, se pueden transfectar
directamente las c¢élulas de wun cultive tisular con

plasmidos codificantes de los genes retrovivricos gag, pol y
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env por transfeccidén con fosfato de calcio convencicnal.
Estas células son entonces transfectadas con el gplasmido
vector dque contiene los genes de interés. Las ceélulas
resultantes 1liberan el vector retrovirice al medio de
cultivoe.

Otrc sistema de administracién divrigide para
polinucledtidos ActRIIa es un sistema de dispsrsion
coloidal. Los sisvemas de disversién cololdal incluyen
compleios macromoleculares, nanocapsulas, microesferas,
perlas y sistemas basados en lipidos, incluyendo emulsiones

de aceite-en-agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El

sistema coloidal preferido de esta invencidn es an
iipesoma. Los liposomas 500 vesiculas de membrana
artificiales que son utiles como vehiculos de

administrecidn in vitre & in vivo. 3e pueden encapsular
ARN, ADN y viriones intactos en el interior acugss ¥y
administrarlos a células en una forina bioldoicamente activa
{(véase, v.g., Fraley, y col., Trends Biochem. Sci., 6: 77,
1981} . Los métados para ung eficiente transferencia génica
usando un vehicule Iliposdmico son conocidos en la técnica:
véase, v.g., Mannino, y col., Biotechnigues, 6: 682, 1988.
La composicioén del liposoma es normalmenite una combinacidn
de fosfolipidos, normalmente en combinacidén con esteroides,
especialmente colestercl. También se pueden usar otros
fosfolipidos v otres lipidos. las caracteristicas fisicas
de los liposomas dependen del pH, de la fuerza iénica y de
la presencia de cationes divalentes.

Como ejemplos de lipidos Griles en la
produccidn de liposomas, se incluyen compuestos
fosfatidilicos, tales como fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanclamina,
esfingolipidos, cereprésidos y ganglidsidos. Como
fosfolipidos ilustrativos, se incluyen 1la fosfatidilcolina
de huevo, la dipalmitoilfosfatidilcelina y la
diestearcilfosfatidilcolina. El envio dirigido de liposomas

es también poesible en base a, por ejemplo, la especificidad
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de érganos, la especificidad de células y la especificidad
de organulos, y es corocido en la técnica.
EJEMPLOS

Estando ahora descrita la invenciédn en general,
ésta serad mas facilmente comprendida haciende referencia a
los siguientes ejemplos, 4ue se incluyen meramente can
fines de ilustracidn de ciertas realizaciones de la

presente invencién y no pretenden limitar el alcance de la

invencion.

Los sclicitantes construyeron una proteina de
fusién BctRIYa soluble gue tiene el domini¢ extracelular de
la ActRIIa humana fusionado a un dominic F¢ humance ¢ de
ratén con un enlazante minimo entre ellos. Se hace
referencia a las construcciones como ActRIIa-hFc y ActRITa-
mFc, respectivamente.

& continuacién  se muestra ActRIIa-hFg  como
purificada a partir de lineas de células CHO (SEC ID N°:
7}
ILGRSETQECLFFNENWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVEQGCW
LDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYPCCCEGNMCNEX TS Y FPEMEVTQPTSNPVI PXPPTGG
GIHTCPRLPABELLGEES

VELEPPKPKDTIMTSRTEEVTCVVVDVSHEDPEVXFNNY VD
EXTISKA
KGOEREPQVY 'L PSREEMTKNOVSLTCLVKGEY PSDIAVEHMESNGOPENNY XTTEPVL
DSRGSFELYSKL TVDKS RWQCGNVESCSVMHEALBNHY TCKSLSL,SPGK

Se expresaron las proteinas ActRIIa-hfc vy

ActRITa-mFc en lineas de células CHO. Se consideraron tres
secuencias lider diferentes:
(i} Melitinz de abejas meiiferas (HBML} :
MRKFLVNVALVFMVVYISYIYR (SEC ID N°: 8}
{ii} Activador del plasmindgeno de tejidos (TPR) :
MDAMKRGLCCVLLLCGRVFVSP (SEC ID N°: 9}
(1ii) Nativa: MGAARRKLAFAVFLISCSSGA {SEC ID N°: 10).

La forma seleccicnada emplea el lider 7TPR y
tiene la siguiente secuencia de aminoicidos no procesada:

MDRMKRGLCCVLLLCGAYEYSPGAAT LGRIEPQECLEFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDK

9.
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DKRREOCFATWKNT SGI IR IVKQGCHLDDINCYBRTDCVEKKDS PEVY PFCCCRGNMCNEK
FSYFPEMEVTQPTSNPVTPRPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQY Y TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEELL
HNHYTQKSLSLSPGK (SEC ID N°:13)

g#ste polipéptido estad cedificado por la
siguiente secuencia de dcidoe nuclelicos:
ATGGATGCAATGAAGACGACGGCTCTGCTGTGTECIGCTGCTETGTGGAGCAGTCTTCGT
TTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGRARC TCAGGAGTGTCITITTTTAATGC
TARTTGCGARARAGILCAGARCCAATCALACTCGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACRARG
ATAARCGGCGGCATTGTTTTGCTACCTEGCAAGAATATTTCTGGTTCCATTGALTAGTGA
AACARAGGTTGTTGGCTGCGATGATATCAACTGC TATGACAGGACTGATIGTGTAGRALAN
ARAGACAGCCCTGRAGTATATTTCTGTIGC TG TGAGGGCAATATGTGTAATGAAMLGTT
TTCTTATTTTCCGGRGATGERAGTCRACACRGCCCACTTCARATCCAGTTACACETRAGC
CACCCACCGGTGETGGRACTCACACATECCCACCGTGCCCAGCACCTGRACTCCTGGGE
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCRARACCCAAGGRCACCCTCATGATLTCCLGGAC
CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGCTIGGACGTIGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCA
ACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCGCGGRAGGAGCAG
TACARCAGCACGTACCHETGTEGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGRS TGGTTGAR
TGGCAAGGAGTACRACTGCRAACGGTCTCCAACRARGCCCTCCCAGTCCCCATOGRGRARA
CCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGYGTACACCCTGLCLCCATSC
CGGGAGGAGATGACCRAGAACCACGETCAGCCTGACCTGCCTEGTCARAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGETGGRGTGGGAGAGCARTGGGCAGCCGGAGARCARCTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGC TCACCGIGGAC
ARGAGCAGGTCGCAGCAGGGCGRACGTCTTCTCATGCTCCSTGATGCATGAGGC TS TGCA
CAACCACTACACGCAGARGAGCCTCTCCLCTGTCTCCGGGTARRTGAGAATTC {SEC
ID N°:14)

Tanto ActRIIa-hfc comeo ActRIla-mFc podian ser
notablemente llevadas a expresién recombinante. Come se
meestra en la figura 1, se purificé la proteina como un
solo pico, bhien definido, de proteina. La secuenciacién N-
terminal revelé una sola secuencia de -ILGRSTQE (SEC ID N°:
11). Se pudo conseguir la purificacidén por una serie de

tapas de cromatografia en columna, incluyendo, por

ejemplo, tres o mas de las siguientes, en cualquier orden:
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cromatografia con protelna A, cromatograiia con sefarosa Q,
cromatografia con fenilsefarocsa, cromatografia de exclusidn
por tamafios y cromatografiz de intercambio catidnico. Se
pudo completar la purificacidn con filtracidn virica e
intercambic de tampdn. Se purificé la proteina ActRIIa-hFc

hasta una pureza >98%, seqguin se determiné por cromatografia
P g & g

" de exclusion por tamafos, »95%, segun se determind por SDS

PAGE.

ActRIla-hfFc y ActRIIla-mFc mostraron una alta
afinidad por ligandos, particularmente por la activina A.
Se inmovilizaron GDF-11 ¢ Activira A (“ActA”} sobre un chip
Biacore CM5 usando un procedimiento de copulacidén de amina
esténdar. Se cargaron las proteinas ActRIIa-hFc y ActRIla-
mFc en €l sistema y se midié la unidn. ActRIIa-hFc se unid
a activinag con una constante de disociacién (Xp} de 5x10712
vy la proteina se unid a GDFil con una Ky de 9,96x107Y. Véase
la figuras 2. BActRITa-mPc se comportd de forma similar.

Se usd un Ensaye de Genes Informadores 2-204
para evaluar los efectos de las proteinas ActRILa-hFc sobre
la sefdalizacién por GDF-11 y Activina A. Tinea celular:
Rabdcmiosarcoma  humano (derivado de masculol. Vector
informador: pGL3(CRGA)1Z2 ({(descritc en Dennler y col., 1998,
EMBO 17: 3031-3100). Véase la Figura 3. La unidad CAGE12
esta presente en genes que responden a TGF-Betz (gen PAI-
1), por le que este vector es de uso general para factores
que senalizan a través de Smad2 y 3.

Dia 1: Disgregar cé&lulas R-204 en placa de 48
pocillos.

Dia 2: Transfectar las células A~-204 con 10 ng
de pGL3(CRGA)1Z o PpGL3{CAGR}12 {10 ug)+pRLCMV (1 pg) vy
Fugene.

Dia 3: Afiadir factcres (diluidos en medio+0, 1%
de BSA). TLos inhibidores necesitan ser preincubades con los
Factores durante 1 h antes de afadirlos a las ceélulas. 6 h
después, se aclaran las células con PBS y se lisan las

células.
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Esto va seguide de un ensayo de Luciferasa.
Tipicamente en este ensaye, en awsencia de cualquier
inhibidor, la Activina A muestra aproximadamente wuna
estimulacién 10 veces mayor de la expresién del gen
informador y una DES0 ~ 2 ng/ml. GDF-11: estimulacién 16
veces mayor, DRESG: ~ 1,5 ng/ml. GDF-8 muestra un eiecto
similar a GDF-11.

Como se muestra en la figura 4, ActRIIa-nfc y
ActRIIa-mFc¢ inhiben la sefializacién mediada por GCF-8 &
concentraciones picomolares. Como se muestra en la figura
5, tres diferentes preparaciones de ActRIXa-hF¢ inhibian la
sefializacién GDF-11 con una CI50 de aproximadamente 200 pM.

La ActRIIz-hFc era muy estable en los estudios
farmacocinéticos. Se dosificaron ratas cen 1 mg/ke, 3 mg/kg
0o 10 mg/kg de proteina ActRiIa-hFe y se midieron los
niveles plasmaticos de la proteina a 24, 48, 72, 144 y 168
horas. En un estudic aparte, se dosificaron ratas a 1
my/kg, 10 mg/kg o 30 mg/xg. En ratas, RctRIIa-hF¢ tenia una
vida media en suero de 1i-14 dias y los niveles circulantes
del farmaco eran bastante altos después de dos semanas (11
pg/ml, 110 ug/ml o 304 pg/m)l para administraciones
inicialesz de 1 mg/kg, 10 mg/ kg o] 30 mg/ kg,
respectivamente). En wmonos <Cclnomolgos, la  vida media
plasmatica ers substancialmente mayor de 14 dias y los
niveles c¢irculantes del farmaco eran de 25 pg/ml, 3G4 pg/ml
o 1.440 ng/ml para administracicnes iniciales de 1 mg/kg,
10 mg/kg o 30 mg/kg, respectivamente. Los resultados
preliminares en humanos sugieren que la vida media en suero
es de entre aproximadamente 20 y 30 dias.

Ejemplo 2: ActRIla-mfc promueve el crecimiento dsec_in viyvo

Se dosificaron ratones hembras normgles

{BALB/c) con ActRIIa-mFc a un aivel de 1 mg/kg/dosis, 3
mg/kg/dosis o 10 mg/kg/dosis, dando las dosis dos veces por
semana. Se determinaron la densidad mineral del hueso y el
contenido mineral del hueso por DEXA; véase la figura 6.

En ratones nembras BALB/c, los barridos DEXA
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mostraron un aumento significativo (>20%) en la densidad y
el contenide wmineral del hueso como resultade del
tratamiento con AciRlIa-mFc. Véanse las figuras 7 y 8.

Asi, el antagonismo de A&ActRIIa prevocéd un
aumento en la densidad y el contenido del hueso en ratenes
hembras normeles. Como siguiente etapa, se estudid el
efecto de ActRIIa-mFc sobre el hueso en un modelo murino
para la ostecperosis.

Andersson y col. (2001), establecisron gue los
ratones ovariectomizados sufrian una pérdida Hsea
substancial (anroximadamente un 50% de pérdida de hueso
trabecular seis meses después de la operaciodon} y qQue 1la
pérdide Osea en estos ratones podia ser corregida con
agentes terapéuticos c¢andidates, tales como la hormona
paratiroidea.

Los solicitantes usaron ratones hembras C57TBLG
gque habian sido ovariectomizadas (OVX) o sometidas a un
simulacroc de operacidon e las 4£~-5 semanas de edad. A las
ocho semanas de la cirugia, se inicid el tratamientc con
ActRIla-mFec {10 mg/kg, dos veces por semana}) ¢ control
(PBS). Se midid la densidad ésea por barride CT.

Como se muestra en 1a figura 9, 1los ratones
ovariectomizados no tratados mostraron una pérdida
substancial de densidad 6sez trabecular en relacidén a los
controles del simulacro después de seis semanas. E1
tratamientc con ActRIIa-mFc restaurd la densidad 6sea al
nivel de los ratones sometidos al simulacro de operacidn. A
las 6 vy 12 semanas del tratamiento, ActRIla-mFc produjo un
aumento substancial en el hueso trabecular de 1os ratones
OVX. Véase 1la figura 10. Después de 6 semanas de
tratamientec, la densidad ésea aumentd en un 24% en relaciédn
a los controles de PBS., Despuées de 12 semanas, el aumento
era del 27%.

En los ratones sometidos al simulacro de
operacion, ActRIIa-mFc también causé un aumenioc substancial

en el hueso trabecular. Véase la figura 11. Después de 6 vy

0



10

15

20

25

30

35

78

12 semanas, el tratamiento produjs un aumento del 35% en
relacién a los controles.

En un grupo adicional de experimentos, se
trataron ratones ovariectomizades ({0OVX) © sometidos a un
simulacro de cperacién como se ha descrito anteriormente
con ActRIlIa-mie (10 mg/kg, dos veces por sena; © control
(PBS) a lo largo de doce semznas. Le forma sgimilar a los
resultados antes descrites para ARctRIla-mFc, Llos ratones
OVX que recibieron ZctRITa-mFc exhibian un aumentc en la
densidad odbsea trabecular deli 15% vya desde las cuatro
semanas y del 25% después de 12 sgemanas de =tratamiento
(Figura 12)}. Los ratones sometidos al simulacro de
operacibén que recibleron ActRITa-mFc mostrarcen de forma
similar un aumento en la densidad ¢sea trabecular del 22%
va desde las cuatro semanas y del 32% después de 12 semanas
de tratamiento (Figura 13;.

Cespués de doce semanas de fratamieato con
ActRIIa-mFc, el andlisis DEXA del cuerpo entero y del fémur
ex vivo mostrd que el tratemiento induce un aumento en la
densidad #Hsea tanto en ratohes ovarieciomizades como
sometidos a un simulacro de operacién (Figuras 14R y 148,
respectivamentel . Estos resultados estén también
respaldades por el andlizsis pOCT ex vivo del eje medio
femoral, que demostrd un aumento significative en la
densidad d&sea tanto total como cortical después de doce
semanas de tratamiento con ActRIIa-mPe. Los  ratopes
ovariectomizados control tratados con vehiculo exhibian
densidades éseas comparables a ios ratenes control
sometidos al simulacro de operacidn tratados con vehiculo
(Figura 153). Bdemés de la densidad ésea, el contenido &seo
aumentd después del tratamiento con ActRIIa-mFC. El
analisis pQCT ex vivo el eje medio femoral demostrd un
aumento significativo en el c¢ontenido éseo tanto total como
cortical después de doce semanas de tratamiento con
BctRITa-mPe, mientras que tanto los ratones

ovariectomizados como  los  sometidos al  simulacro  de
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operacion tratados con coatrol de vehiculo exhipbiaa un
contenido &seo comparable (Figura 16). El analisis pQCT ex
vivo del eje meadio femoral Ltambién mestrd que los ratenes
tratados con ActRIla-mFe no exhibian ningin cambio en la
circunferencia periéstica, sin embargo, el tratamiento con
ActRITa-mFec dic lugar a una reduccidn en la circunferencia
enddstica, lo que indica un aumento en el grosor cortical
debido 2 crecimiento sobre la superficie interna del fémux
{Figura 17;j.

Las pruebas mecdnices del fémur determinaron
que ActRIIa-mFc era capaz de aumentar las caracteristicas
extrinsecas del hueso (carga maxima, rigidez y energla para
romperlo) cue contribulan a un aumento significativo en las
propiedades intrinsecas (resistencia 0ltima) de los huesos.
Los ratones ovariectomizados tratados con ActRIIa-mFc
exhibian una mayor resistencia &Ssea hasta niveles més alla
de los de los contreoles tratades con vehiculo y sometidos
al simulacre de operacién, lo gue indica una completa
reversién del fenotipo osteopordsico {Figura 18}.

Estos datos demuestran gue un antagonista
activina-ZctRIIa puede aumentar la densidad ésea en ratones
hembras ncrmales y, mas adn, corregir los defectos en 1la
densidad 6sea, el contenidec ¢ésec vy  finalmente la
resistencia 6sea, en un modelo murino de ostecporosis.

En otro grupoc de experimentos, 1los ratones
fueron ovariectomizados o sometidos a un simulacro de
operacién a las 4 semanas y, comenzando a las 12 semanas,
recibieron placebo o ActRlIa-mFc (2 veces/semana, 10 mg/kg)
(a la gque también se hace referencia como RAP-11 en las
Figuras 13-24), durante oltro periodo de 12 semanas. Se
evaluarcn unz variedad de parametros 6seos. Como se muestra
en la Pigura 19, ActRIIa-mPc aumentd el veolumen Jdseo
trabecular vertebral hasta razones de volumen total (BV/TV)
tantce en los ratones OVX como en los scmetidos a SHAM.
AciRIla-mFg también mejord la arqguitectura trabecular

(Figura 20}, aumentd el groser cortical (Figura 21) vy
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mejord la resistencia &sea (Figura 22). Como mueslbra la
Figura 23, ActRIla-mtc produjo efectos deseables en un
rango de dosis de 1 mg/kg a 10 mg/kg.

Se realizd la histomorfomeiria ésea en un punto
temporal de 2 semanas en los ratones scmetidos al simulacro
de operacidn. Estos datos, presentados en la Figura 24,
demuestran que ActRIIa-mfc tiene un efecto doble,
inhibiendo lLa rescrcidn dsea a la vez que promueve el
crecimientc o6seo. Por lo tanto, ActRIIg-wFc estimula el
crecimiento oseo (efectoc anabdlico) e inhibe la rescrcidn
6sea (efecte anticatabdlico).

Ejemplo 4: Proteinas ACctRITIa-fc alfernativas

Una construccidn alternztiva puede tener uha

delecidén de la cola C-terminal (los 15 amincdcidos finales
del dominio extracelular de EActRlfa). La secuencia para
dicha construccién es presentada a continuacién (porcién Fc
subrayadal (SEC I0 N°: 12):

ILGRSETQECLE FNANWEKDRTNQTGYEPCYGDKDKRRHCFATHKNISGSIETVKQGCH
LDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEXESY FPEMIGGGTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPREKDTLMISRTEPEVICVVYDYSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNEKTKPREED
Y NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKALPVRIEKTISKAXGOPREPOVYTLPRPS
REEMTKNGVSLICLVKGEY PSDI RV EAESNGOEENNY KTT PPVLDSDGSEFLY SKLTVD

SREQ YESCSVMHEALHNHYTOKSLSTLIBGK
INCORPORRCION CCMO REFERENCIA

Todas las publicaciones y patentes aqui
mencionadas son aqui incorporadas a modo de referencia en
su totalidad como si cada publicacién o patente individual
estuviese especifice e individualmente indicada como
incorpeorada a modeo de referencia,

Eungue se har: discutido realizaciones
especificas de la materia objeto, la descripcién anterior
eés ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones seran
aparentes para los expertos en la técnica ftras revisar esta
descripcidn ¥ las reivindicaciones que s5e dan a
continuacidn. El1  alcance total de la i[pvencidn seré

determinade haciendo referencia a las reivindicaciones,
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REIVINDICACIONES:

1. Un polipéptido ActRIIa que se une a activina
gue tiene una secuencia de aminoacidos consistente en la
secuencia de aminoécidos de la SEC ID N¥: 7.

2. El polipéptido ACtRITa que se une a activina
de la reivindicacién 1, donde el polipéptidc es al menos un
95% puro con respecte a contaminantes proteices, segdn se
determina por cromatografia de exclusidn por tamahocs.

3. El polipéptido ActRITa que se une a activina
de las reivindicacicpnes 1 ¢ 2, donde el pelipéptide exhibe
una selectividad 2zl menos 10 veces mayor en la constante de
disociacidn para la activina frente a GDF-11.

4. Una preparacién farmaceéutica consistente en
el polipéptido ActRIla gue se une a activina de cualguiera
de las reivindicaciones 1-3 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

5. La preparacidn farmacéutica de la
reivindicacién 4, donde dicha preparacion esta
substancialmente libre de pirégencs.

6. Un polinucledtide aislado que incluye una
secuencia codificante para el polipéptido ActRIIa que se
une & activina de cualguiera de las reivindicaciones 1-3.

T El polinucledtideo aisladc de la
reivindicacicén 6, donde el polinucleétido aislade comprende
una secuencia de la SEC ID N°: 14.

8. Un polinucledtido recombinante que incluye
una secuencia  promotora operativamente enida a un
polinugcledtido de las reivindicaciones 6 & 7.

9. Una célula transformada con un
pelinucleétido recombinante de cualgquiera de las
reivindicaciones 6-8.

10. La célula de la reivindicacién 9, donde la
célula es una célula de mamifero.

11. La célula de la reivindicacién 10, donde la
célula e3 una célula CHC o una célula humana.

2. Un método de preparacién de un polipéptido
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RCtRILa gue se une a activina, consistente en: a) cultivar
una célule en condiciones adecradas para expresién del
pelipéptido ActRIIa soluble, donde dicha c¢célula es
transformads con un polinucledtido recombinante de
cualguiera de las reivindicaciones 6-8, y b} recuperar el
polipéptide ActRIIa que se une a activina asi expresaco.

13. Un métedo para promover el crecimiento
6seo, aumentar la densidad 6sea o aumentar la resistencia
6sea, cuyo método consiste en administrar a un sujeto una
cantidad efectiva de un polipéptido seleccicnadc entre el
grupo consistente en: a) un polipéptide gue tiene una
secuencia de amincacidos idéntica en al menos un 90% a la
SEC ID N9:2; b) un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoadcides idéentica en al menos un 90% a la SEC ID N°:3, vy
<) un polipéptido que tiene al menos 50 amincacidos
consecutives selecciconados entre la SEC ID N°:2.

14. El método de la reivindicacidn 13, donde el
polipéptido tiene una 0 mas de las siguientes
caracteristicas: i) se une a un ligando EctRIIa con una Kp
de al mencs 107" M y 1i) inhibe la sefalizacién de ActRIIa
en una célula.

15. Bl método de las reivindicaciones 13 & 14,
donde dicho poelipéptido es unra proteina de fusidn gue
incluye, ademds de un dominio de polipéptido ActRIIa, una o
m&s porciones polipeptidicas gue aumentan una ¢ mas de
estabilidad in vivo, vida media in vivo,
captacién/administracidn, localizacidn o distribucién
tisular, formacién de complejos proteicos y/o purificacién,

16. El métoudo de la reivindicacidén 15, donde
dicha proteina de fusidn incluye una porcién polipeptidica
seleccicnada entre el grupo consistente en: un dominio Fc
de inmuncgiobuilina y una sercalbimina.

i7. |35 1 método de cualquiera de las
reivindicaciones 13-16, donde dicho polipéptido incluye uno
o mis residuos de aminoicidos modificados seleccionados

entre: un aminoédcido gliceosilado, un amincacido PEGilado,
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un aminoicide farnesilade, un aminodcido acetiiado, un
aminocacido biotinilado, un amincdcide conjugadeo a un resto
lipidico ¥ un amincacido conjugado a un agente
derivatizante orgénico.

18. Un métode para tratar un trastorno
relacionado c¢on el  hueso, cuyo método consiste en
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
efectiva d¢e un antagonistz de activina o BActRIIa,

19. El método de la reivindicaciédn 18, donde el
antagonista de activina o© ActRIIa es un polipéptido
antagonista de activina o ActRIIa.

20. El método de la reivindicacién 18, donde el
polipéptido  antagonista de activipa c  ActRIIa es
seleccionado entre el grupo consistente en: a) un
polipéptido que tiene una secuencia de amincécidos al menos
un 90% idéntica a la SEC ID N°: 2; b} un pelipéptido que
tiene una secuencia de aminoidcides al mencs un 90% idéntica
a la SEC ID N°: 3, y ¢} un pelipéptido que tienpe al mencs
50 aminoicidos consecutives seleccionados entre la SEC ID
N°: 2.

21. E1 método de las reivindicacicnes 19 & 20,
donde @l polipéptido antagonista de activina o ActRIIa
tiene una o més de las siguientes caracteristicas: i) se
une a un ligando ActRila con una Kp de al menos 107" M y ii)
inhibe la seralizacidén de ActRIIa en una célula.

22. El métcde de cualguiera de las
reivindicaciones 13-21, donde dicho polipéptido antagonista
de activina o ActRITa es una proteina de fusiéh que
incluye, ademas de un dominic polipeptidice ActRIIz, una o
mas porciones polipeptidicas gue aumentan una o© més de
estabilidad in vivo, vida media in vivo, captacidén/adminis-
tracién, localizacidén o distribucidn tisular, fcormacién de
complejos proteicos y/o purificacién.

23. Bl métecde de 1la reivindicacién 22, donde
dicha proteira de fusion incluye una porcién polipeptidica

selecciconada entre el grupo coensistente en: un dominio Fo
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de inmuncglobulina y una seroalbimina.

24. El método de cualquiera de las
reivindicaciones 19-23, donde dicho polipéptido antagonista
de activina o ActRIIa incluye uno ¢ mas residucs de
aminoacidos modificados seleccionades entre: un aminodcido
glicosilado, un amino&cido PEGilado, un amincacido
farnesilado, un aminodcido acetilada, un aminocacido
biotinilade, un amincdcide ceonjugado a un resto lipidico y
un amincacido conjugado a un agente derivatizante crganico.

25, El método de cualguiera de las
reivindicacicnes 18-24, donde el trastorno relacionade con
el huesc es seleccionado entye el grupo consistente en:
osteoporosis primaria y cstecporosis secundaria.

26. 8] método de cualquiera de las
reivindicaciones 18-24, donde el trastorno relacionado con
el hueso es seleccionado entre el grupo consistente en:
osteoporosis posmenopdusica, pérdida O6sea hipggonadsl,
pérdida ésea inducida por tumores, pérdida 6sea inducida
por la terapia contra el cancer, metastasis 6seas, mieloma
miltiple v enfermedad de Paget.

27. El método de cualguierxa de las
rejvindicaciones 18-26, donde el método consiste ademds en
administrar un segundo aygente activo para el hueso.

28. EL métode de la reivindicacidn 27, donde el
agente activo para el hueso es seleccionado entre el grupo
consistente en: un bisfosionato, un estrégeno, un medulador
de los receptores de estrégenos selectivo, una hormona
paratircidea, una calcitonina, un suplemento de c¢alcio y un
suplemento de vitamina D.

29. Una prepaeracidén farmacéutica consistente
en: (a) un antagonistaz de activina o ActRIIa y {(b) un
segundo agente activo para el hueso.

30. Un método de identificacidén de un agente
que promueve el crecimientc é3eo O gue aumenta la densidad
ésea, cuyo método consiste en: a) identificar un agente de

ensayc qgue se une a un dominio de unién 2 Jligando de un
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polipéptide AciRIIa competitivamente con un polipéptidc
antagonista de activina o BRctRIIa y b) evazluar el efecto
del agente sobre el crecimiento del tejido.

31. Uso de un polipéptido antagonista de
activina o ActRIIa para preparar un medicamento para el
tratamientc de un trastorno relacionadoe con el huesso.

32. Un método para prevenir un trastorno
relacionade con el huesc, cuyo método cocnsiste  en
administrar a un sujeto gJue 1o necesite wuna cantidad
efectiva de un antagonista de activina o ActRIIa.

23, El métcdo de la reivindicacidén 32, donde el
sujeto tiene un céncer asociado a metéstasis oOseas.

34. El método de las reivindicacicnes 32-33,
donde el sujeto es positivo para un indicador de pérdida de
densidad osea, resorcidn dsea o metdstasis Oseas.

35. Bl métaodo de cualquiera de las
reivindicaciones 32-34, donde el sujeto es el receptcor de
un reégimenr de tratamiento para el céncer que se asocia a
pérdida osea.

36. El métcdo ce cualquiera de las
reivindicaciones 32-34, donde el sujeto tiene un cdancer
asociado a perdida odsea.

37. El polipéptide BActRIla que s8e une a
activina de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, la
preparacién farmacéutics de cualquiera de las
reivindicaciocnes 4-5 & 29 o el métcdo de cualguiera de las
reivindicaciones 13-28, donde el polipéptido esta
glicosilado.

38. Un método para promover el crecimiento del
hueso e inhibir la resorcién &ésea en un pacieate, cuyo
método consiste en administrar al paciente una cantidad
efectiva de una proteina de fusidédn ActRIIa-F¢, donde la
proteina de fusibén ActRILA-Fc tiene una secuencia de
aminodcidos que es sl menos un 90% idéntica a la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N€: 3.

39. Bl método de l1a reivindicacidn 38, donde la
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proteina de fusidén ActRIla-Fc¢ tiene una secuencia de
aminodcidos gue es al menons un 95% idéntica a la secuencia
de aminocacidos de la SEC ID N°: 3.

40. Bl métodc de las reivindicaciones 38 & 39,
donde la preteina de fusidn ActRIIa-Fc tiene la secuencia
de amincécidos de la SEC ID N°: 3.

41. E} método de cualqguiera de las
reivindicacicnes 38-40, donde la proteina de fusidn
ActRIIa-Fc tiene la secuengia de aminoacidos de la SEC 1D
N°:2.

42, El métoade de cualquiera de las
reivindicacicnes 38-41, donde el método provoca menos de un
108 de aumento en la masa muscular esquelética del
paciente.

43, El método de cualquiera de las
reivindicaciones 38-41, donde 1a proteina de fusién
ActRIIa-Fc es administrada para zlcanzar una coagcentracién
sérica en el paciente de al menos 0,2 pg/kg.

44. El método de cualquiera de las
reivindicacicones 38-43, donde 1la proteina de fusién
ActRITIa-F¢ tiene una secuencia de aminodcidos de la SEC ID
N°: 7.

45. El mélkodo de cualquiers de las
rejvindicaciones 38-44, donde la proteina de fusibn
ActRIIa-Fc tiene una vida media en suero de entre 15 y 30
dias.

16. El método de cualguiera de las
reivindicaciones 38-45, donde 1la proteina de [usidn
RctRIla-FC es administrada al paciente no mnas
frecuentemente de una vez por semana.

47. El método de cualguiera de las
reivindicacicnes 38-46, donde la proteinz de fusién
ActRITa-Fo es administrada al paciente ne mas
frecuentemente de una vez al mes,.

48, Usc de un polipéptido seleccionado entre el

grupo consigtente en: {a) un polipéptido consistente en una
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secuencia de amincdcidos al menos un 20% idéntica a la 3EC
ID N°: 2:; (b} un polipéptido consistente en una secuencia
de amincacidos al mencs un 90% idéntica a la SEC ID N®: 3;
y (c) un polipéptide que tiene al menos 30 aminoagidos
consecutivos seleccionados entre la SEC ID N°: 2, para la
preparacién de un medicamentce para promover el crecimiento
Gseo, aumentar la densidad ésez o aumentar la resistencia
bsea.

49. Uso de wun polipéptido =zntagonista de
activina o ActRIIa para la presparacién de un medicamento
para prevenir un trastorno relacionado con el hueso.

50. Uso de una proteina de fusién &BctRIIa-Fc¢
que tiene una secuencia de amincdcidos gue es al menos un
90% idéntica z la secuencia de amincicidos de la 5EC ID N°:
3 para la preparacién de un medicamento para promover el
crecimiento ¢zeo e inhibir 12 resorcidn dzea.

531. Un polipéptido selecciocnado entre el ¢grupo
consistente en: {a) un polipéptido gque tiene una secuencia
de amincdcidos al menos un 90% idéntica a la 3EC ID N°: 2;
{b) un polipéptidc que tiene una secuencia de aminodcidos
al mencs un 90% idéntica a la SEC ID N°: 3; vy {c) un
pelipéptido que tiene al mencs %0 aminoacidos consecutivos
seleccisnados entre la 8EC ID N®: 2, para uso en 1la
promocidén del crecimiento &seo, el aumento de la densidad
6sea o el aumento de la resistencia ésea,

52. Un polipéptide antagonista de activina o
ActRITa para uso en el tratamiento de un trastorno
relacionado con el hueso.

3. Un pelipéptido antagonista de activina o
ActRIIa para uso en la prevencidén de un trastorno
relacionado con el hueso,.

54. Una proteina de fusidén ActRIIa-Fc que tiene
una secvencia de aminodcidos que es al menos un  90%
idéntica a la secuencia de amino&cidos de la SEC ID N°: 3
para usc en la promocidn del crecimiento éseo y  la

inhibicidn de la resorcidn Osea.
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ANTAGONISTAS DE ACTIVINA-ACTRIIA Y USOS
PARA PROMOVER EL CRECIMIENTO OSEO

RESUMEN
En cierts aspeclo, la presente invencidén  muestra

composicicnes y métodos para provocar el crecimiento oseo

e incrementar la densidad osea.
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