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“VARIANTES DERIVADAS DE ACTRIIB E SEUS USOS”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério U.S. Série N* 60/899.304,
depositado em 2 de Fevereiro de 2007; 60/927.088 depositado em 1 de Maio de 2007; e
60/931.880, depositado em 25 de Maio de 2007. Todos os ensinamentos dos pedidos
relatados acima sdo incorporados neste relatério como referéncia.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

A superfamilia do fator de crescimento de transformagio beta (TGF-beta) contém
uma variedade de fatores de crescimento que compartiiham elementos de sequéncia e
motivos estruturais comuns. Estas proteinas sido conhecidas pelo fato de que exercem
efeitos biolégicos em uma ampla variedade de tipos celulares tanto em vertebrados quanto
em invertebrados. Membros da superfamilia realizam fungdes importantes durante o
desenvolvimento embrionario na formagdo padrido e especificagdo do tecido e podem
influenciar em uma variedade de processos de diferenciagido, incluindo adipogénese,
miogénese, condrogénese, cardiogénese, hematopoese, neurogénese, e diferenciagdo
celular epitelial. A familia é dividida em dois ramos gerais: os ramos BMP/GDF e TGF-
beta/Activina/BMP10, cujos membros tém efeitos diversos e frequentemente
complementares. Através da manipulagdo da atividade de um membro da familia TGF-beta,
é frequentemente possivel causar mudancas fisiolégicas significantes em um organismo.
Por exemplo, as ragas de bovinos Piemontesa e Belgian Blue portam uma mutagdo com
perda de fun¢gdo no gene GDF8 (também chamado miostatina) que causa um aumento
marcado na massa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997, 17(1):71-4. Além disso, em
seres humanos, os alelos inativos de GDF8 estdo associados a massa muscular aumentada
e, supostamente, forga excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350: 2682-8.

Mudangas nos musculos, ossos, cartilagens e outros tecidos podem ser obtidas
agonizando-se ou antagonizando-se o sinal que € mediado por um membro da familia TGF-
beta apropriado. Assim, ha uma necessidade quanto a agentes que funcionam como
reguladores potentes da sinalizagdo de TGF-beta.

SUMARIO DA INVENGAO

Em certos aspectos, a presente divulgagdo fornece polipeptideos de ActRIIB,
particularmente variantes de ActRIIB, incluindo truncamentos nos terminais amino e carboxi
e alteragbes de sequéncia.

Tais polipeptideos de ActRIIB podem ser usados para o tratamento de uma
variedade de distirbios ou condigbes, em particular, distarbios musculares e
neuromusculares (por exemplo, distrofia muscular, esclerose lateral amiotréfica (ALS), e
atrofia muscular), distdirbios do tecido adiposo (por exemplo, obesidade), disturbios

metabdlicos (por exemplo, diabetes tipo 2), distirbios neurodegenerativos, e perda muscular
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associada ao envelhecimento (sarcopenia), terapia de cancer de prdstata, e caquexia do
cancer. Em modalidades especificas, polipeptideos de ActRIIB (por exemplo, polipeptideos
de ActRIIB solldveis) podem antagonizar um receptor ActRIIB em qualquer processo
associado a atividade de ActRIIB. Opcionalmente, polipeptideos de ActRIIB da invencéo
podem ser designados para antagonizar preferencialmente um ou mais ligantes de
receptores ActRIIB, tais como GDF8 (também chamado miostatina), GDF11, activina A,
activina B, activina AB, Nodal, e BMP7 (também chamado OP-1), e portanto, podem ser
uteis no tratamento de disturbios adicionais. Exemplos de polipeptideos de ActRIIB incluem
os polipeptideos de ActRIIB que ocorrem naturalmente, assim como variantes funcionais
dos mesmos. A divulgagédo também fornece um conjunto de variantes derivadas de ActRIIB
que tém afinidade altamente diminuida para activina retendo ligagdo ao GDF11. Estas
variantes exibem efeitos desejaveis no musculo reduzindo os efeitos em outros tecidos.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece preparagdes farmacéuticas
compreendendo um polipeptideo de ActRIIB solGvel que se liga a um ligante de ActRIIB tal
como GDF8, GDF11, activina, BMP7 ou nodal, € um portador farmaceuticamente aceitavel.
Opcionalmente, o polipeptideo de ActRIIB soluvel se liga a um ligante de ActRIIB com uma
Kd menor do que 10 micromolar ou menor do que 1 micromolar, 100, 10 ou 1 nanomolar.
Opcionalmente, o polipeptideo de ActRIIB sollvel inibe a sinalizagdo de ActRIIB, tal como
eventos de transdugdo de sinal intracelular ativados por um ligante de ActRIIB. Um
polipeptideo de ActRIIB solivel para o uso em uma tal preparagdo pode ser qualquer um
divulgado neste relatério, tal como um polipeptideo tendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada da SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 e 12, ou tendo uma sequéncia de aminoacidos que é
pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 % ou 99 % idéntica a uma sequéncia de
aminoacidos selecionada da SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 e 12. Um polipeptideo de ActRIIB
soluvel pode incluir um fragmento funcional de um polipeptideo de ActRIIB natural, tal como
um compreendendo pelo menos 10, 20 ou 30 aminoacidos de uma sequéncia selecionada
da SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 e 12 ou uma sequéncia da SEQ ID NO: 1, faltando os
aminoacidos 1, 2, 3, 4, 5 ou 10 a 15 do C-terminal e faltando os aminoacidos 1, 2, 3, 4 ou 5
no N-terminal. Um polipeptideo preferido compreendera um truncamento em relagdo a SEQ
ID NO: 1 entre 2 e 5 aminoacidos no N-terminal e ndo mais do que 3 aminoacidos no C-
terminal. Um outro polipeptideo preferido é aquele apresentado como SEQ ID NO: 12. Um
polipeptideo de ActRIIB solivel pode incluir uma ou mais alteragdes na sequéncia de
aminoacidos (por exemplo, no dominio de ligagao ao ligante) em relagdo a um polipeptideo
de ActRIIB que ocorre naturalmente. A alteragdo na sequéncia de aminoéacidos pode alterar,
por exemplo, a glicosilagdo do polipeptideo quando produzida em um mamifero, inseto ou
outra célula eucariética ou alterar a clivagem proteolitica do polipeptideo em relagdo ao
polipeptideo de ActRIIB que ocorre naturalmente. Um polipeptideo de ActRIIB solavel pode



10

15

20

25

30

35

ser uma proteina de fusdo que tem, como um dominio, um polipeptideo de ActRIIB (por
exemplo, um dominio de ligagdo ao ligante de um ActRIIB ou uma variante do mesmo) e um
ou mais dominios adicionais que fornecem uma propriedade desejavel, tal como
farmacocinética melhorada, purificagdo mais facil, alvejamento de tecidos particulares, etc.
Por exemplo, um dominio de uma proteina de fusdo pode realgar uma ou mais entre
estabilidade in vivo, meia vida in vivo, absorgao/administragéo, localizagdo ou distribuigdo do
tecido, formagdo de complexos de proteina, multimerizagdo da proteina de fusédo, e/ou
purificagdo. Uma proteina de fusdo de ActRIIB solivel pode incluir um dominio Fc de
imunoglobulina (tipo selvagem ou mutante) ou uma albumina sérica. Em certas
modalidades, uma fusdo de ActRIIB-Fc compreende um ligador relativamente n&o
estruturado posicionado entre o dominio Fc e o dominio extracelular de ActRIIB. Este ligador
néo estruturado pode corresponder a regido nao estruturada proxima ao aminoacido 15 na
extremidade C-terminal do dominio extracelular de ActRIIB (a “cauda”), ou ele pode ser uma
sequéncia artificial entre 5 e 15, 20, 30, 50 ou mais aminoacidos que estdo relativamente
livres de estrutura secundaria. Um ligador pode ser rico em residuos de glicina e prolina e
pode conter, por exemplo, sequéncias de repeticdo de treonina/serina e glicinas (por
exemplo, repeticdes de TG4 ou SG,). Uma proteina de fusdo pode incluir uma subsequéncia
de purificacdo, tal como uma tag de epitopo, uma tag FLAG, uma sequéncia de poliistidina,
e uma fus&o com GST. Opcionalmente, um polipeptideo de ActRIIB soltvel inclui um ou
mais residuos de aminoacidos modificados selecionados de: um aminoacido glicosilado, um
aminoacido PEGilado, um aminoacido farnesilado, um aminoacido acetilado, um aminoacido
biotinilado, um aminoacido conjugado a uma porgao lipidica, e um aminoacido conjugado a
um agente derivatizante orgénico. Uma preparagao farmacéutica também pode incluir um ou
mais compostos adicionais, tais como um composto que é usado para tratar um disturbio
associado a ActRIIB. Preferivelmente, uma preparagdo farmacéutica & substancialmente
livre de pirogénio. No geral, é preferivel que uma proteina de ActRIIB seja expressada em
uma linhagem celular de mamifero que promove a mediagdo adequada da glicosilagao
natural da proteina de ActRIIB de modo a diminuir a probabilidade de uma resposta imune
ndo favoravel em um paciente. Linhagens celulares humanas e de CHO foram usadas com
éxito, e espera-se que outros vetores de expressdo em mamiferos comuns sejam Uteis.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece produtos farmacéuticos empacotados
compreendendo uma preparagdo farmacéutica descrita neste relatério e marcados para o
uso na promogao do crescimento de um tecido ou diminuigdo ou prevengdo de uma perda
de um tecido em um ser humano. Tecidos exemplares incluem tecido de ossos, cartilagens,
musculos, gorduras e neurdnios. Em certos aspectos, a divulgagao fornece polipeptideos de
ActRIIB soliveis compreendendo um dominio de ligagdo ao ligante alterado (por exemplo,

ligagdo ao GDF8). Tais dominios de ligagdo ao ligante alterados de um receptor ActRIIB
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compreendem uma ou mais mutagdes nos residuos de aminoacidos, tais como E37, E39,
R40, K55, R56, Y60, A64, K74, W78, L79, D80, F82 e F101 de ActRIIB humano. (A
numerag¢ado esta relacionada a SEQ ID NO: 2). Opcionalmente, o dominio de ligagdo ao
ligante alterado pode ter seletividade aumentada para um ligante, tal como GDF8/GDF11
em relagdo a um dominio de ligagédo ao ligante do tipo selvagem de um receptor ActRIIB.
Para ilustrar, estas mutagoes sdo demonstradas neste relatério por aumentar a seletividade
do dominio de ligagao ao ligante alterado para GDF11 (e portanto, presumivelmente, GDF8)
sobre a activina (apresentada com respeito a ActRIIB): K74Y, K74F, K74l e D80l . As
mutacgbes seguintes tém o efeito reverso, aumentando a razdo de ligagdo de activina sobre
GDF11: D54A, K55A, L79A e F82A. A atividade de ligagdo global (GDF11 e activina) pode
ser aumentada pela inclusdo da regido da “cauda” ou, presumivelmente, uma regido
ligadora nao estruturada, e também pelo uso de uma mutagdo K74A. Outras mutagdes que
causaram uma diminuicdo global na afinidade de ligagdo ao ligante, incluem: R40A, E37A,
R56A, W78A, D80K, D80R, D80A, D80G, D80F, D80M e D80ON. As mutagdes podem ser
combinadas para obter os efeitos desejados. Por exemplo, muitas das mutagdes que afetam
a razédo de ligagdo de GDF11:Activina tém um efeito global negativo sobre a ligagdo ao
ligante, e portanto, estas podem ser combinadas com mutagdes que geralmente aumentam
a ligagao ao ligante para produzir uma proteina de ligagédo aperfeigoada com seletividade do
ligante.

Opcionalmente, o dominio de ligagdo ao ligante alterado tem uma razdo de K4
quanto a ligacdo de activina para Ky quanto a ligagcdo de GDF8 que € pelo menos 2, 5, 10,
ou ainda 100 vezes maior em relagéo a razdo para o dominio de ligagdo ao ligante do tipo
selvagem. Opcionalmente, o dominio de ligagédo ao ligante alterado tem uma razéo de 1Cs
quanto a inibigdo de activina para ICs, quanto a inibigdo de GDF8/GDF11 que € pelo menos
2, 5, 10, ou ainda 100 vezes maior em relagdo ao dominio de ligagdo ao ligante do tipo
selvagem. Opcionalmente, o dominio de ligagdo ao ligante alterado inibe GDF8/GDF11 com
uma ICsy de pelo menos 2, 5, 10, ou ainda 100 vezes menor do que a IC5, para inibir
activina. Estes polipeptideos de ActRIIB sollveis podem ser proteinas de fusdo que incluem
um dominio Fc de imunoglobulina (tipo selvagem ou mutante). Em certos casos, os
polipeptideos de ActRIIB soluveis objeto sdo antagonistas (inibidores) de GDF8/GDF11.

Outras variantes de ActRIIB sdo consideradas, tais como as seguintes. Uma
proteina de fusdo de ActRIIB variante compreendendo uma porgéo derivada da sequéncia
de ActRIIB da SEQ ID NO: 2 e uma segunda porgdo polipeptidica, em que a porgéo
derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer um dos
aminoacidos 21 a 29 da SEQ ID NO: 2 (opcionalmente iniciando em 22 a 25 da SEQ ID NO:
2) e terminando em qualquer um dos aminoacidos 109 a 134 da SEQ ID NO: 2, e em que a

proteina de fusdo de ActRIIB inibe a sinalizagdo por activina, miostatina e/ou GDF11 em um
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ensaio de base celular. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima, em que a porgao
derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer um dos
aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 (opcionalmente iniciando em 22 a 25 da SEQ ID NO:
2) e terminado em qualquer um dos aminoacidos 109 a 133 da SEQ ID NO: 2. A proteina de
fusdo de ActRIIB variante acima, em que a porgéo derivada de ActRIIB corresponde a uma
sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2
(opcionalmente iniciando em 22 a 25 da SEQ ID NO: 2) e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 109 a 133 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 21 a 24 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 109 a 134 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 118 a 133 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 21 a 24 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 118 a 134 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgéo derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 128 a 133 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgédo derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 128 a 133 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgédo derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 21 a 29 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 118 a 134 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 118 a 133 da SEQ ID NO: 4. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 21 a 29 da SEQ ID NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 128 a 134 da SEQ ID NO: 2. A proteina de fusdo de ActRIIB variante acima,
em que a porgao derivada de ActRIIB corresponde a uma sequéncia iniciando em qualquer
um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ BD NO: 2 e terminado em qualquer um dos
aminoacidos 128 a 133 da SEQ ID NO: 2. Surpreendentemente, constructos iniciando em 22
a 25 da SEQ ID NO: 2 tém niveis de atividade maiores do que as proteinas tendo o dominio

extracelular total de ActRIIB humano. Qualquer proteina de fusdo de ActRIIB variante acima
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pode ser produzida como um homodimero. Qualquer uma das proteinas de fusdo de
ActRIIB acima pode ter uma porgdo heteréloga que compreende uma regido constante de
uma cadeia pesada de IgG, tal como um dominio Fc.

Outras proteinas de ActRIIB variantes sdo consideradas, tais como as seguintes.
Uma proteina de ActRIIB variante compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que é
pelo menos 80 % idéntica a sequéncia de aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, em que
a posigao correspondente a 64 da SEQ ID NO: 2 é R ou K, e em que a proteina de ActRIIB
variante inibe a sinalizagdo por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base
celular. A proteina de ActRIIB variante acima, em que pelo menos uma alteragdo com
respeito a sequéncia da SEQ ID NO: 2 esta posicionada fora do sitio de ligagao ao ligante. A
proteina de ActRIIB variante acima, em que pelo menos uma alteragdo com respeito a
sequéncia da SEQ ID NO: 2 é uma alteragao conservativa posicionada dentro do sitio de
ligagdo ao ligante. A proteina de ActRIIB variante acima, em que pelo menos uma alteragdo
com respeito a sequéncia da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posi¢gdes
selecionadas do grupo que consiste de K74, R40, Q53, K55, F82 e L79. A proteina de
ActRIIB variante acima, em que a proteina compreende pelo menos uma sequéncia N-X-S/T
em uma posigao, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena de ActRIIB, e em uma
posicao fora do sitio de ligagéo ao ligante.

Outras proteinas de ActRIIB variantes sdo consideradas, tais como as seguintes.
Uma proteina de ActRIIB compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos
80 % idéntica a sequéncia de aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina
compreende pelo menos uma sequéncia N-X-S/T em uma posicdo, a nao ser uma
sequéncia N-X-S/T enddégena de ActRIIB, e em uma posi¢éo fora do sitio de ligagdo ao
ligante. A proteina de ActRIIB variante acima, em que a proteina compreende um N na
posigdo correspondente a posigdo 24 da SEQ ID NO: 2 e um S ou T na posigéo
correspondente a posigdo 26 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina de ActRIIB variante
inibe a sinalizagdo por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base celular. A
proteina de ActRIIB variante acima, em que a proteina compreende um R ou K na posigéo
correspondente a posi¢cdo 64 da SEQ ID NO: 2. A proteina de ActRIIB variante acima, em
que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia da SEQ ID NO: 2 € uma alteracéo
conservativa posicionada dentro do sitio de ligagdo ao ligante. A proteina de ActRIIB
variante acima, em que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia da SEQ [D
NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posigdes selecionadas do grupo que consiste de
K74, R40, Q53, K55, F82 e L79. A proteina de ActRIIB variante acima, em que a proteina é
uma proteina de fusdo compreendendo ainda uma porgédo heterdloga. Qualquer proteina de
fusdo de ActRIIB variante acima pode ser produzida como um homodimero. Qualquer uma

das proteinas de fusdo de ActRIIB acima pode ter uma porgédo heterdloga que compreende



10

15

20

25

30

35

uma regido constante de uma cadeia pesada de IgG, tal como um dominio Fc.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece acidos nucléicos que codificam um
polipeptideo de ActRIIB soluvel, que ndo codificam um polipeptideo de ActRIIB completo.
Um polinucleotideo isolado pode compreender uma sequéncia de codificagdo para um
polipeptideo de ActRIIB sollvel, tal como descrito acima. Por exemplo, um acido nucléico
isolado pode incluir uma codificagdo de sequéncia para um dominio extracelular (por
exemplo, dominio de ligagdo ao ligante) de um ActRIIB e uma sequéncia que codificaria
parte ou todo o dominio transmembranar e/ou o dominio citoplasmico de um ActRIIB, porém
um cédon de parada posicionado dentro do dominio transmembranar ou do dominio
citoplasmico, ou posicionado entre o dominio extracelular e o dominio transmembranar ou
dominio citoplasmico. Por exemplo, um polinucleotideo isolado pode compreender uma
sequéncia de polinucleotideo de ActRIIB de comprimento total, tal como a SEQ ID NO: 4, ou
uma versao parcialmente truncada, o dito polinucleotideo isolado compreendendo ainda um
cddon de terminagdo de transcricdo de pelo menos seiscentos nucleotideos antes do
terminal 3’ ou de outro modo posicionado tal que a tradugdo do polinucleotideo dé origem a
um dominio extracelular opcionalmente fundido a uma porgdo truncada de um ActRIIB de
comprimento total. Os acidos nucléicos divulgados neste relatério podem ser operavelmente
ligados a um promotor para expresséo, € a divulgagao fornece células transformadas com
tais polinucieotideos recombinantes. Preferivelmente, a célula é uma célula de mamifero, tal
como uma célula de CHO.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece métodos para fabricar um polipeptideo de
ActRIIB solavel. Um tal método pode incluir expressar qualquer um dos acidos nucléicos
(por exemplo, SEQ ID NO: 3) divulgados neste relatério em uma célula adequada, tal como
uma célula de ovario de hamster chinés (CHO). Um tal método pode compreender: a)
cultivar uma célula sob condigdes adequadas para a expressdo do polipeptideo de ActRIIB
soluvel, em que a dita célula é transformada com um constructo de expressdo de ActRIIB
soluvel; e b) recuperar o polipeptideo de ActRIIB soluvel assim expressado. Polipeptideos
de ActRIIB soluveis podem ser recuperados como fragdes brutas, parcialmente purificadas
ou altamente purificadas usando qualquer uma das técnicas bem conhecidas para se obter
proteinas a partir de culturas celulares.

Em certos aspectos, um polipeptideo de ActRIIB solive! divulgado neste relatério
pode ser usado em um método para tratar um paciente tendo um disturbio associado a
perda muscular ou crescimento insuficiente do musculo. Tais disturbios incluem atrofia
muscular, distrofia muscular, esclerose lateral amiotréfica (ALS), e um disturbio de perda
muscular (por exemplo, caquexia, anorexia, sindrome DMD, sindrome BMD, sindrome de
perda pela AIDS, distrofias musculares, doengas neuromusculares, doengas neuromotoras,

doengas da juncdo neuromuscular, e miopatias inflamatérias). Um método pode
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compreender administrar a um paciente em necessidade do mesmo uma quantidade eficaz
de um polipeptideo de ActRIIB soluvel.

Em certos aspectos, um polipeptideo de ActRIIB soltvel divulgado neste relatério
pode ser usado em um método para diminuir o teor de gordura corporal ou reduzir a taxa de
aumento no teor de gordura corporal, e para tratar um disttrbio associado ao ganho de peso
corporal indesejavel, tal como obesidade, diabetes melitus ndo insulino-dependente
(NIDDM), doenga cardiovascular, cancer, hipertensdo, osteoartrite, acidente vascular
cerebral, problemas respiratérios, e doenga da vesicula biliar. Estes métodos podem
compreender administrar a um paciente em necessidade do mesmo uma quantidade eficaz
de um polipeptideo de ActRIIB sollvel.

Em certos aspectos especificos, um polipeptideo de ActRIIB soltvel divulgado
neste relatério pode ser usado em um método para tratar um distarbio associado a atividade
anormal de GDF8. Tais disturbios incluem disturbios metabdlicos, tais como diabetes tipo 2,
tolerancia a glicose prejudicada, sindrome metabdlica (por exemplo, sindrome X), e
resisténcia a insulina induzida por trauma (por exemplo, queimaduras ou desequilibrio de
nitrogénio); disturbios do tecido adiposo (por exemplo, obesidade); distrofia muscular
(incluindo distrofia muscular de Duchenne); esclerose lateral amiotréfica (ALS); atrofia
muscular; atrofia do érgéo; fraqueza; sindrome do tunel carpal; doenga pulmonar obstrutiva
congestiva; sarcopenia, caquexia e outras sindromes de perda muscular; osteoporose;
osteoporose induzida por glucocorticoides; osteopenia; osteoartrite; fraturas relacionadas a
osteoporose; massa 6ssea inferior devido a terapia de glucocorticoéide cronica, insuficiéncia
gonadal prematura, supressdo de andrégeno, deficiéncia de vitamina D,
hiperparatireoidismo secundario, deficiéncias nutricionais e anorexia nervosa. O método
pode compreender administrar a um paciente em necessidade do mesmo uma quantidade
eficaz de um polipeptideo de ActRIIB sollvel.

Em certos aspectos, a divulgagao fornece um método para identificar um agente
que estimula o crescimento de um tecido, tal como ossos, cartilagens, miasculos e gorduras.
O método compreende: a) identificar um agente de teste que se liga a um dominio de
ligacdo ao ligante de um polipeptideo de ActRIIB competitivamente com um polipeptideo de
ActRIIB soluvel; e b) avaliar o efeito do agente no crescimento do tecido.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece métodos para antagonizar a atividade de
um polipeptideo de ActRIIB ou um ligante de ActRIIB (por exemplo, GDF8, GDF11, activina,
BMP7, e Nodal) em uma céiula. Os métodos compreendem contatar a célula com um
polipeptideo de ActRIIB soluvel. Opcionalmente, a atividade do polipeptideo de ActRIIB ou
do ligante de ActRIIB é monitorada por uma transdug¢do da sinalizagdo mediada pelo
complexo de ActRIIB/ligante de ActRIIB, por exemplo, monitorando-se a proliferagéao celular.

As células dos métodos incluem um osteoblasto, um condrécito, um midcito, um adipécito e
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Em certos aspectos, a divulgagdo fornece usos de um polipeptideo de ActRIIB
soltuvel para fabricar um medicamento para o tratamento de um distarbio ou condigao,
conforme descrito neste relatério.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra uma sequéncia de polipeptideo de ActRIIB soluvel humano
(extracelular) (SEQ ID NO: 1). A “cauda” C-terminal esta sublinhada.

A Figura 2 mostra uma sequéncia de proteina precursora de ActRIIB humano (SEQ
ID NO: 2). O peptideo sinal esta sublinhado; o dominio extracelular esta em negrito (também
referido como SEQ ID NO: 1); e os sitios de glicosilagdo N-ligados potenciais estdo em
caixa.

A Figura 3 mostra uma sequéncia de acido nucléico que codifica um polipeptideo
de ActRIIB soluvel humano (extracelular), designada como SEQ ID NO: 3.

A Figura 4 mostra uma sequéncia de acido nucléico que codifica a proteina
precursora de ActRIIB humano, designada como SEQ ID NO: 4.

A Figura 5 mostra aumentos de peso corporal em camundongos tratados com
veiculo (losangos), ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc (quadrados) ou a forma de meia vida longa,
ActRIIB(R64 A24N 20 a 134) (tridngulos).

A Figura 6 mostra pesos de musculos dissecados no fim do estudo. Veiculo: coluna
esquerda (sombreado claro) de cada agrupamento; ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc: coluna do
meio (sombreado médio) de cada agrupamento; ActRIIB(R64 A24N 20 a 134): coluna direita
(sombreado escuro) de cada agrupamento.

A Figura 7 mostra medi¢des da forga e preensédo para camundongos SOD tratados
com PBS e ActRIIB (R64 K74A 20 a 134)-mFc murino (ou “cauda K74A+15”) (barras
brancas e pretas, respectivamente). A figura ilustra a forga aumentada do grupo de ActRIIB
murino (R64 K74A 20 a 134)-mFc em comparagdo ao grupo PBS durante os estagios
iniciais (dia 117) e tardios (dia 149) da doenc¢a. * P<0,05, test t de Student com duas caudas.

A Figura 8 mostra a comparagdo de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de
camundongos SOD tratados com PBS e ActRIIB (R64 K74A 20 a 134)-mFc (linhas brancas
e pretas, respectivamente). O grupo tratado com ActRIIB (R64 K74A 20 a 134)-mFc tem o
numero médio de dias de sobrevivéncia aumentado em comparagio ao grupo PBS.

A Figura 9 mostra a porcentagem da mudanga da composigdo corporal em
camundongos alimentados com HFD e tratados com PBS e ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc
(barras brancas e pretas, respectivamente). O tratamento com proteina de ActRIIB(R64 20 a
134)-Fc murino reduz significantemente a massa de gordura e aumenta o tecido magro.

A Figura 10 mostra segbes transversais musculares do musculo femoral (ampliagéo
4 x) de camundongos velhos (A) ou camundongos velhos tratados com ActRIIB(R64 20 a
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134)-mFc (B).

A Figura 11 mostra os pesos corporais médios de camundongos em um
experimento de caquexia do cancer usando células de cancer de coélon CT26. Losangos:
sem tumor, animais tratados com solugdo salina; Quadrados: sem tumor, camundongos
tratados com ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc; Tridngulos: com tumor, animais tratados com
solugdo salina; “x”: com tumor, camundongos tratados com ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc (10
mg/kg); “*”: com tumor, camundongos tratados com ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc (30 mg/kg);
Circulos: com tumor, camundongos tratados com ActRIIB(R64 20 a 134)-mFc (10 mg/kg),
tratamento iniciado no periodo de implante do tumor para uma modalidade preventiva.

A Figura 12 mostra um alinhamento de ActRIA e ActRIIB humanos com os
residuos que sdo deduzidos neste relatério, com base em anadlise de compdsito de
estruturas cristalinas de ActRIIB e ActRIIA multiplas para contatar diretamente o ligante (o
sitio de ligagdo ao ligante) indicado com caixas.

A Figura 13 mostra um alinhamento de sequéncia multiplo de varias proteinas de
ActRIIB de vertebrados e ActRIIA humano.

DESCRICAO DETALHADA

1. Visao geral

Em certos aspectos, a presente invengdo refere-se a polipeptideos de ActRIIB.
Conforme usado neste relatério, o termo “ActRIIB” refere-se a uma familia de proteinas do
receptor tipo 11B de activina (ActRIIB) e proteinas relacionadas a ActRIIB, derivadas de
qualquer espécie. Membros da familia de ActRIIB sdo geralmente todas as proteinas
transmembranares, compostas de um dominio extracelular de ligagéo ao ligante com regido
rica em cisteina, um dominio transmembranar, e um dominio citoplasmico com
especificidade de serinal/treonina cinase prognosticada. Sequéncias de aminoacidos de
proteina precursora de ActRIIA humano (fornecida para comparagéo) e proteina precursora
de ActRIIB s&o ilustradas na Figura 1 (SEQ ID NO: 1) e na Figura 2 (SEQ ID NO: 2),
respectivamente.

O termo “polipeptideo de ActRIIB” é usado para se referir a polipeptideos
compreendendo qualquer polipeptideo que ocorre naturaimente de um membro da familia
de ActRIIB assim como quaisquer variantes do mesmo (incluindo mutantes, fragmentos,
fusbes, e formas peptidomiméticas) que retém uma atividade util. Por exemplo,
polipeptideos de ActRIIB incluem polipeptideos derivados da sequéncia de qualquer ActRIIB
conhecido tendo uma sequéncia pelo menos aproximadamente 80 % idéntica a sequéncia
de um polipeptideo de ActRIIB, e preferivelmente pelo menos 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 99 %
ou mais de identidade.

Em uma modalidade especifica, a invengao refere-se a polipeptideos de ActRIIB
soliveis. Conforme descrito neste relatério, o termo “polipeptideo de ActRIIB soltvel”
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geralmente refere-se a polipeptideos compreendendo um dominio extracelular de uma
proteina de ActRIIB. O termo “polipeptideo de ActRIIB soluvel,” conforme usado neste
relatério, inclui qualquer dominio extracelular que ocorre naturalmente de uma proteina de
ActRIIB assim como quaisquer variantes do mesmo (incluindo mutantes, fragmentos e
formas peptidomiméticas) que retém uma atividade util. Por exemplo, o dominio extracelular
de uma proteina de ActRIIB se liga a um ligante e é geralmente soluvel. Exemplos de
polipeptideos de ActRIIB soluveis incluem polipeptideos de ActRIIB soluveis ilustrados na
Figura 1 (SEQ ED NO: 1). Outros exemplos de polipeptideos de ActRIIB sollveis
compreendem uma sequéncia sinal, além do dominio extracelular de uma proteina de
ActRIIB, veja o Exemplo 1. A sequéncia sinal pode ser uma sequéncia sinal nativa de um
ActRIIB, ou uma sequéncia sinal a partir de uma outra proteina, tal como uma sequéncia
sinal do ativador tecidual do plasminogénio (TPA) ou uma sequéncia sinal da melitina de
abelha (HBM).

Os sinais de TGF-# sdo mediados por complexos heteroméricos de receptores de
serina/treonina cinase tipo | e tipo Il, que fosforilam e ativam proteinas Smad a jusante sob a
estimulacdo do ligante (Massagué, 2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178). Estes
receptores tipo | e tipo Il sdo todas as proteinas transmembranares, compostas de um
dominio extracelular de ligagdo ao ligante com regido rica em cisteina, um dominio
transmembranar, € um dominio citopldsmico com especificidade de serina/treonina
prognosticada. Os receptores tipo | sdo essenciais para sinalizagdo; e receptores tipo Il s&o
necessarios para ligar os ligantes e para a expresséo de receptores tipo |. Receptores de
activina tipo | e Il formam um complexo estavel depois da ligagdo ao ligante, resultando na
fosforilagao de receptores tipo | por receptores tipo Il.

Dois receptores tipo Il relacionados, ActRIIA e ActRIIB, foram identificados como os
receptores tipo Il para activinas (Mathews e Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisano et al.,
1992, Cell 68:97-108). Além das activinas, ActRIIA e ActRIIB podem interagir
bioquimicamente com varias outras proteinas da familia TGF-gB, incluindo BMP7, Nodal,
GDF8, e GDF11 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee e McPherron, 2001,
Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311; Yeo e Whitman, 2001, Mol. Cell 7:949-957; Oh et al.,
2002, Genes Dev. 16:2749-54). Os requerentes descobriram que proteinas de fusdo de
ActRIIA-Fc e proteinas de fusdo ActRIIB-Fc solluveis tém efeitos substancialmente diferentes
in vivo, com ActRIIA-Fc tendo efeitos primarios no osso e ActRIIB-Fc tendo efeitos primarios
no musculo esquelético.

Em certas modalidades, a presente invengdo refere-se a antagonizagdo de um
ligante de receptores ActRIIB (também referido como um ligante de ActRIIB) com um
polipeptideo de ActRIIB objeto (por exemplo, um polipeptideo de ActRIIB soltavel). Assim,
composicdes e métodos da presente invengao sdo Uteis para tratar distirbios associados a
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atividade anormal de um ou mais ligantes de receptores ActRIIB. Ligantes exemplares de
receptores ActRIIB incluem alguns membros da familia TGF-B, tais como activina, Nodal,
GDF8, GDF11, e BMP7.

Activinas sdo fatores de crescimento polipeptidecos diméricos e pertencem a
superfamilia TGF-beta. Existem trés activinas (A, B, e AB) que sdo homo/heterodimeros de
duas subunidades £ intimamente relacionadas (8afa, Befs. € BaBr). Na superfamilia TGF-
beta, activinas sdo fatores Unicos e multifuncionais que podem estimular a produgido de
hormbénio em células ovarianas e placentarias, suportar sobrevivéncia celular neuronal,
influenciar positiva ou negativamente o progresso do ciclo celular dependendo do tipo
celular, e induzir a diferenciagdo mesodérmica pelo menos em embrides de anfibio
(DePaolo et al., 1991, Proc SocEp Biol Med. 198:500-512; Dyson et al., 1997, Curr Biol.
7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol. 55:953-963). Além disso, descobriu-se que o
fator de diferenciagéo eritréide (EDF) isolado das células leucémicas monociticas humanas
estimuladas foi idéntico ao da activina A (Murata et al., 1988, PNAS, 85: 2434). Sugeriu-se
que a activina A age como um regulador natural de eritropoese na medula éssea. Em varios
tecidos, a sinalizacdo de activina é antagonizada por seu heterodimero relacionado, inibina.
Por exemplo, durante a liberagdo de hormdnio foliculo-estimulante (FSH) a partir da hipdfise,
a activina promove secregdo e sintese de FSH, enquanto a inibina previne a secregéo e
sintese de FSH. Outras proteinas que podem regular a bioatividade da activina e/ou podem
se ligar a activina incluem folistatina (FS), proteina relacionada a folistatina (FSRP), a-
macroglobulina, Cerberus, e endoglina, que sdo descritas abaixo.

Proteinas nodais tém fungdes na inducgéo e formagao de mesoderma e endoderma,
assim como na organizagdo subsequente de estruturas axiais, tais como as cardiacas e
estomacais na embriogénese precoce. Demonstrou-se que o tecido dorsal em um
desenvolvimento vertebroembrionario contribui predominantemente com as estruturas axiais
da placa da notocorda e pré-corda recrutando células adjacentes para formar estruturas
embridnicas ndo axiais. Nodal mostrou sinalizar através de receptores tipo | e tipo Il e
efetores intracelulares conhecidos como proteinas Smad. Estudos recentes sustentam a
idéia que ActRIIA e ActRIIB servem como receptores tipo |l para Nodal (Sakuma et al.,
Genes Cells. 2002, 7:401-12). Sugeriu-se que ligantes de Nodal interagem com seus co-
fatores (por exemplo, cripta) para ativar receptores tipo | e tipo Il de activina, que fosforilam
Smad?2. Proteinas nodais sdo implicadas em muitos eventos criticos ao vertebroembrionario
precoce, incluindo formag¢do de mesoderma, padronagem prévia, e especificagdo do eixo
direito-esquerdo. A evidéncia experimental demonstrou que a sinalizagédo Nodal ativa pARS3-
Lux, um repdrter luciferase previamente mostrado para responder especificamente a activina
e TGF-beta. Entretanto, Nodal € incapaz de induzir pTIx2-Lux, um repérter especificamente

responsivo as proteinas morfogenéticas dsseas. Resultados recentes fornecem a evidéncia
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bioguimica direta de que a sinalizagdo de Nodal é mediada por activina-TGF-beta via
Smads, Smad2 e Smad3. Outra evidéncia mostrou que a proteina cripta extracelular é
necessaria para a sinalizagdo de Nodal, tornando-a distinta da sinalizagéo de activina ou
TGF-beta.

O Fator-8 de Crescimento e Diferenciagdo (GDF8) também é conhecido como
miostatina. GDF8 é um regulador negativo de massa muscular esquelética. GDF8 é
altamente expressado no desenvolvimento do musculo esquelético adulto. A mutagdo nula
de GDF8 em camundongos transgénicos & caracterizada por uma hipertrofia e hiperplasia
marcadas do musculo esquelético (McPherron et al., Nature, 1997, 387:83-90). Aumentos
similares na massa muscular esquelética sdo evidentes em mutagdbes que ocorrem
naturaimente de GDF8 no gado (Ashmore ef al., 1974, Growth, 38:501-507; Swatland e
Kieffer, J. Anim. ScL, 1994, 38:752-757; McPherron e Lee, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997,
94:12457-12461; e Kambadur et al., Genome Res., 1997, 7:910-915) e, visivelmente, em
seres humanos (Schuelke et al., N Engl J Med 2004; 350:2682-8). Estudos também
mostraram que a perda muscular associada a infecgdo por HIV em seres humanos €&
acompanhada por aumentos na expressao da proteina GDF8 (Gonzalez-Cadavid et al.,
PNAS, 1998, 95:14938-43). Além disso, GDF8 pode modular a produgdo de enzimas
musculo-especificas (por exemplo, creatina cinase) e modular a proliferagdo celular de
mioblasto (WO 00/43781). O pré-peptideo de GDF8 pode se ligar ndo covalentemente ao
dimero de dominio de GDF8 maduro, inativando sua atividade biolégica (Miyazono et al.
(1988) J. Biol. Chem., 263:6407-6415; Wakefield et al. (1988) J. Biol. Chem., 263;7646-
7654; e Brown et al. (1990) Growth Factors, 3:35-43). Outras proteinas que se ligam ao
GDF8 ou proteinas estruturalmente relacionadas e inibem sua atividade biolégica incluem
folistatina, e potencialmente, proteinas relacionada a folistatina (Gamer et al. (1999) Dev.
Biol., 208:222-232).

O Fator-11 de Crescimento e Diferenciagdo (GDF11), também conhecido como
BMP11, é uma proteina secretada (McPherron et al., 1999, Nat. Genet. 22:260-264). GDF11
é expressado na brotos distais da cauda, brotos distais dos membros, arcos maxilares e
mandibulares, e géanglios da raiz dorsal durante o desenvolvimento do camundongo
(Nakashima et al.,, 1999, Mech. Dev. 80:185-189). GDF11 desempenha um papel Gnico na
padronizagédo de tecidos mesodérmicos e neurais (Gamer et al.,, 1999, Dev Biol., 208:222-
32). GDF11 mostrou-se um regulador negativo de condrogénese e miogénese no
desenvolvimento de membros de galinha (Gamer et al., 2001, Dev Biol. 229:407-20). A
expressdo de GDF11 no musculo também sugere seu papel na regulagdo do crescimento
muscular em um modo similar ao GDF8. Além disso, a expressdo de GDF11 no cérebro
sugere que GDF11 também pode possuir atividades que se referem a fungdo do sistema
nervoso. Curiosamente, descobriu-se que GDF11 inibe a neurogénese no epitélio olfativo
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(Wu et al., 2003, Neuron. 37:197-207). Consequentemente, GDF11 pode ter aplicagdes in
vitro e in vivo no tratamento de doencgas, tais como doengas musculares e doengas
neurodegenerativas (por exemplo, esclerose lateral amiotréfica).

A proteina morfogenética éssea (BMP7), também chamada proteina osteogénica-1
(OP-1), € bem conhecida na indugdo da formagéo de cartilagens e ossos. Além disso, BMP7
regula um amplo arranjo de processos fisiolégicos. Por exemplo, BMP7 pode ser o fator
osteoindutivo responsavel pelo fendmeno da osteogénese epitelial. Também descobriu-se
que BMP7 desempenha um papel na regulagédo de calcio e homeostase 6ssea. Semelhante
a activina, BMP7 se liga a receptores tipo Il, ActRIIA e IIB. Entretanto, BMP7 e activina
recrutam receptores tipo |1 distintos em complexos de receptores heteroméricos. O receptor
tipo | de BMP?7 principal observado foi ALK2, enquanto que activina se ligou exclusivamente
a ALK4 (ActRIIB). BMP7 e activina eliciaram respostas biolégicas distintas e ativaram vias
Smad diferentes (Macias-Silva et al., 1998, J Biol Chem. 273:25628-36).

Em certos aspectos, a presente invencio refere-se ao uso de certos polipeptideos
de ActRIIB (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB soluveis) para antagonizar a sinalizagao
de ligantes de ActRIIB em qualquer processo associado a atividade de ActRIIB.
Opcionalmente, os polipeptideos de ActRIIB da invengdo podem antagonizar um ou mais
ligantes de receptores ActRIIB, tais como activina, Nodal, GDF8, GDF11, e BMP7, e
portanto, podem ser uteis no tratamento de disturbios adicionais.

Portanto, a presente invengdo considera o uso de polipeptideos de ActRIIB no
tratamento ou prevencdo de doengas ou condigdes que estdo associadas a atividade
anormal de um ActRIIB ou um ligante de ActRIIB. ActRIIB ou ligantes de ActR!IB estdo
envolvidos na regulagdo de diversos processos bioldgicos criticos. Devido as suas fungdes
importantes nestes processos, eles podem ser alvos desejaveis para intervengéo
terapéutica. Por exemplo, polipeptideos de ActRIIB (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB
soluveis) podem ser usados para tratar disturbios ou condigbes em seres humanos ou
animais. Exemplos de tais distarbios ou condigbes incluem, mas ndo sao limitados a,
disturbios metabdlicos tais como diabetes tipo 2, tolerancia a glicose prejudicada, sindrome
metabdlica (por exemplo, sindrome X), e resisténcia a insulina induzida por trauma (por
exemplo, queimaduras ou desequilibrio de nitrogénio); distirbios do tecido adiposo (por
exemplo, obesidade); disturbios musculares e neuromusculares, tais como distrofia
muscular (incluindo distrofia muscular de Duchenne); esclerose lateral amiotréfica (ALS);
atrofia muscular; atrofia do 6rgéo; fraqueza; sindrome do tunel carpal; doenga pulmonar
obstrutiva congestiva; e sarcopenia, caquexia e outras sindromes de perda muscular. Outros
exemplos incluem osteoporose, especialmente nas mulheres mais velhas e/ou na pés-
menopausa; osteoporose induzida por glucocorticéides; osteopenia; osteoartrite; e fraturas

relacionadas a osteoporose. Outros exemplos ainda incluem massa 6ssea inferior devido a
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terapia de glucocorticdéide crbénica, insuficiéncia gonadal prematura, supressédo de
andrégeno, deficiéncia de vitamina D, hiperparatireoidismo secundario, deficiéncias
nutricionais, e anorexia nervosa. Estes disturbios e condigbes sdo debatidos abaixo sob
“Usos Terapéuticos Exemplares”.

Os termos usados neste relatério descritivo geralmente tém seus significados
habituais na técnica, dentro do contexto desta invengéo e no contexto especifico onde cada
termo € usado. Certos termos s&o debatidos abaixo ou em outra parte do relatério descritivo,
para fornecer orientagdo adicional ao profissional praticante na descrigdo das composigdes
e métodos da invengdo e como prepara-los e usa-los. O escopo ou significado de qualquer
uso de um termo sera evidente a partir do contexto especifico em que o termo é usado.

Geralmente, “cerca de” e “aproximadamente” devem significar um grau aceitavel de
erro para a quantidade medida fornecendo a natureza ou precisdo das medigbes.
Tipicamente, graus exemplares de erro estdo dentro de 20 por cento (%), preferivelmente
dentro de 10 %, e mais preferivelmente dentro de 5 % de um valor ou faixa de valores
fornecido.

Alternativa e particularmente, em sistemas biolégicos, os termos “cerca de” e
“aproximadamente” podem significar valores que estido dentro de uma ordem de magnitude,
preferivelmente dentro de 5 vezes e mais preferivelmente dentro de 2 vezes de um valor
fornecido. Quantidades numéricas fornecidas neste relatério sdo aproximadas, a menos que
estabelecido de outro modo, significando que o termo “cerca de” ou “aproximadamente”
pode ser inferido quando ndo expressamente estabelecido.

Os métodos da invengdo podem incluir etapas de comparar sequéncias entre si,
incluindo sequéncia do tipo selvagem a um ou mais mutantes (variantes de sequéncia). Tais
comparagdes tipicamente compreendem alinhamentos de sequéncias poliméricas, por
exemplo, usando programas e/ou algoritmos de alinhamento de sequéncia que sédo bem
conhecidos na técnica (por exemplo, BLAST, FASTA e MEGALIGN, entre outros). O técnico
habilitado pode faciimente avaliar que, em tais alinhamentos, onde uma mutagdo contém
uma insergdo ou delegdo de residuo, o alinhamento de sequéncia introduzirda um “gap”
(tipicamente representado por um trago, ou “A”) na sequéncia polimérica ndo contendo o
residuo inserido ou suprimido.

“Homdlogo,” em todas as suas formas gramaticais e variagbes de ortografia, refere-
se ao relacionamento entre duas proteinas que possuem uma “origem evolutiva comum,”
incluindo proteinas das superfamilias da mesma espécie de organismo, assim como
proteinas homoélogas de espécies diferentes de organismo. Tais proteinas (e seus acidos
nucléicos codificantes) ttm homologia de sequéncia, conforme refletido por sua similaridade
de sequéncia, seja em termos de identidade percentual ou pela presenga de residuos ou

motivos especificos e posi¢cdes conservadas.
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O termo “similaridade de sequéncia,” em todas as suas formas gramaticais, refere-
se ao grau de identidade ou correspondéncia entre sequéncias de acido nucléicos ou
aminoacidos que podem ou ndo compartilhar uma origem evolutiva comum.

Entretanto, no uso comum e no presente pedido, o termo “homélogo,” quando
modificado com um advérbio tal como “altamente,” pode se referir & similaridade de
sequéncia e pode ou nio se referir a uma origem evolutiva comum.

2. Polipeptideos de ActRIIB

Em certos aspectos, a invengéo refere-se a polipeptideos variantes de ActRIIB (por
exemplo, polipeptideos de ActRIIB soluveis). Opcionalmente, os fragmentos, variantes
funcionais, e formas modificadas tém as mesmas ou atividades bioldgicas similares de seus
polipeptideos de ActRIIB do tipo selvagem correspondentes. Por exemplo, uma variante de
ActRIIB da invengdo pode se ligar a, e inibir a fungdo de um ligante de ActRIIB (por
exemplo, activina A, activina AB, activina B, Nodal, GDF8, GDF11 ou BMP7).
Opcionalmente, um polipeptideo de ActRIIB modula o crescimento de tecidos, tais como
ossos, cartilagens, muisculos ou gorduras. Exemplos de polipeptideos de ActRIIB incluem
polipeptideo precursor de ActRIIB humano (SEQ ID NO: 2), e polipeptideos de ActRIIB
humano solaveis (por exemplo, SEQ ID NOs: 1, 5, 6 e 12).

A divulgacao identifica funcionalmente as porgdes e variantes ativas de ActRIIB. Os
requerentes confirmaram que uma proteina de fusdo Fc tendo a sequéncia divulgada por
Hilden et al. (Blood. 15 Abr 1994;83(8): 2163-70), que tem uma Alanina na posi¢do
correspondente ao aminoacido 64 da SEQ ID NO: 2 (A64), tem uma afinidade relativamente
baixa para activina e GDF-11. Ao contrario, a mesma proteina de fusdo Fc com uma
Arginina na posig¢éo 64 (R64) tem uma afinidade para activina e GDF-11 na faixa nanomolar
baixa para picomolar alta. Portanto, uma sequéncia com uma R64 é usada como a
sequéncia referéncia do tipo selvagem para ActRIIB humano nesta divulgacao.

Attisano et al. (Cell. 10 Jan 1992;68(1):97-108) mostrou que uma deleg¢do da prolina
ligada no C-terminal do dominio extracelular de ActRIIB reduziu a afinidade do receptor para
activina. Os dados apresentados neste relatério mostram que uma proteina de fusdo de
ActRIIB-Fc contendo os aminoacidos 20 a 119 da SEQ ID NO: 2, “ActRIIB(20 a 119)-Fc¢” tem
ligagdo reduzida para GDF-11 e activina em relagdo a um ActRIIB(20 a 134)-Fc, que inclui a
prolina ligada na regido e o dominio justamembranar completo. Entretanto, uma proteina de
ActRIB(20 a 129)-Fc retém atividade similar, porém algumas vezes reduzida em relagéo ao
tipo selvagem, ainda que a prolina ligada na regido seja rompida. Assim, espera-se que 0s
dominios extracelulares de ActRIIB que param no aminoacido 134, 133, 132, 131, 130 e 129
sejam todos ativos, porém constructos que param no 134 ou 133 podem ser mais ativos.
Similarmente, espera-se que as mutagdes em qualquer um dos residuos 129 a 134 nao

alterem a afinidade de ligagdo ao ligante em grandes margens. Em defesa disto, as
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mutagdes P129 e P130 nao diminuem substancialmente a ligagado ao ligante. Portanto, uma
proteina de fusdo de ActRTTB-Fc pode terminar como iniciar como o aminoacido 109 (a
cisteina final), entretanto, espera-se que as formas terminando em, ou entre 109 e 119
tenham ligacdo ao ligante reduzida. O aminoacido 119 é& deficientemente conservado e
desse modo ¢ faciimente alterado ou truncado. As formas terminando em 128 ou mais retém
atividade de ligagdo do ligante. As formas terminando em, ou entre 119 e 127 terdo uma
capacidade de ligagéo intermediaria. Qualquer uma destas formas pode ser desejavel para
o uso, dependendo do ajuste clinico ou experimental.

No N-terminal de ActRIIB, espera-se que uma proteina iniciando no aminoacido 29
ou antes retenha a atividade de ligagdo do ligante. O aminoacido 29 representa a cisteina
inicial. Uma mutagao de alanina para asparagina na posigao 24 introduz uma sequéncia de
glicosilagdo N-ligada sem afetar substancialmente a ligagdo ao ligante. Isto confirma que
mutagdes na regiao entre a clivagem do peptideo sinal e a regido reticulada de cisteina,
correspondente a aminoacidos 20 a 29 sdo bem toleradas. Em particular, constructos
iniciando na posigdo 20, 21, 22, 23 e 24 reterdo a atividade, e também espera-se que os
constructos iniciando nas posigdes 25, 26, 27, 28 e 29 retenham a atividade. Os dados
mostrados nos Exemplos demonstram que, surpreendentemente, um constructo iniciando
em 22, 23, 24 ou 25 tera a maior atividade.

Uma porgao ativa de ActRIIB compreende aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2,
e constructos podem, por exemplo, iniciar em um residuo correspondente aos aminoacidos
20 a 29 e terminar em uma posigéo correspondente aos aminoacidos 109 a 134. Outros
exemplos incluem constructos que iniciam em uma posi¢do de 20 a 29 ou 21 a 29 e
terminam em uma posigdo de 119 a 134, 119 a 133 ou 129 a 134, 129 a 133. Outros
exemplos incluem constructos que iniciam em uma posicdo de 20 a 24 (ou 21 a 24, ou 22 a
25) e terminam em uma posig¢ao de 109 a 134 (ou 109 a 133), 119 a 134 (ou 119 a 133) ou
129 a 134 (ou 129 a 133). Variantes dentro destas faixas também sdo consideradas,
particularmente aquelas tendo pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % ou 99 % de identidade a
porg¢éo correspondente da SEQ ID NO: 4.

A divulgagéo inclui os resultados de uma analise de estruturas de ActRIIB de
composito, mostrados na Figura 22, demonstrando que o sitio de ligagdo ao ligante é
definido pelos residuos Y31, N33, N35, L38 a T41, E47, E50, Q53 a K55, L57, H58, Y60,
S62, K74, W78 a N83, Y85, R87, A92, e E94 a F101. Nestas posigoes, espera-se que
mutagdes conservativas sejam toleradas, embora uma mutagdo K74A seja bem tolerada,
como sdo R40A, K55A, F82A e mutagbes na posigcdo L79. R40 € um K em Xenopus,
indicando que aminoacidos basicos nesta posigdo serdo tolerados. Q53 é R em ActRIIB
bovino e K em ActRIIB de Xenopus, e portanto aminoacidos incluindo R, K, Q, N e H serao
tolerados nesta posi¢do. Assim, uma férmula geral para uma proteina variante de ActRIIB
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ativa € aquela que compreende aminodacidos 29 a 109, porém opcionalmente iniciando em
uma posigao variando de 20 a 24 ou 22 a 25 e terminando em uma posi¢do variando de 129
a 134, e compreendendo ndo mais do que 1, 2, 5, 10 ou 15 alteragbes de aminoéacido
conservativas no sitio de ligagdo ao ligante, e zero, uma ou mais alteragbes ndo
conservativas nas posigoes 40, 53, 55, 74, 79 e/ou 82 no sitio de ligagao ao ligante. Uma tal
proteina pode reter mais do que 80 %, 90 %, 95 % ou 99 % de identidade da sequéncia a
sequéncia de aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 4. Sitios fora do sitio de ligagdo, em
que a variabilidade pode ser particularmente bem tolerada, incluem o terminal amino e
carbéxi do dominio extracelular (conforme observado acima), e posigbes 42 a 46 e 65 a 73.
Uma asparagina para alteragdo de alanina na posigdo 65 (N65A) realmente melhora a
ligacdo ao ligante na base A64, e assim, espera-se que ndo tenha efeito prejudicial na
ligagdo ao ligante na base R64. Esta mudanga provavelmente elimina a glicosilagdo na N65
na base A64, assim demonstrando que uma mudanga significante nesta regido
provavelmente pode ser tolerada. Embora uma mudanga de R64A seja deficientemente
tolerada, R64K & bem tolerado, e assim um outro residuo basico, tal como H pode ser
tolerado na posigao 64.

ActRIIB é bem conservado em quase todos os vertebrados, com extensdes grandes
do dominio extracelular completamente conservado. Qualquer um dos ligantes que se liga
ao ActRIIB também s&o altamente conservados. Consequentemente, comparagdes de
sequéncias de ActRIIB a partir de varios organismos de vertebrados fornecem critérios nos
residuos que podem ser alterados. Portanto, uma variante ativa de ActRIIB humano pode
incluir um ou mais aminoacidos em posigdes correspondentes a partir da sequéncia de um
outro ActRIIB de vertebrado, ou pode incluir um residuo que € similar aquele na sequéncia
humana ou de outro vertebrado. Os exemplos seguintes ilustram este método para definir
uma variante ativa de ActRIIB. L46 é uma valina em ActRIIB de Xenopus, e desse modo
esta posigdo pode ser alterada, e opcionalmente pode ser alterada a um outro residuo
hidrofébico, tal como V, | ou F, ou um residuo ndo polar tal como A. E52 é um K em
Xenopus, indicando que este sitio pode ser tolerante a uma ampla variedade de mudangas,
incluindo residuos polares, tais como E, D, K, R, H, S, T, P, G, Y e provavelmente A. T93 é
um K em Xenopus, indicando que uma ampla variagdo estrutural é tolerada nesta posigéo,
com residuos polares favorecidos, tais como S, K, R,E, D, H, G, P, G e Y. F108 éum Y em
Xenopus, e portanto Y ou outro grupo hidrofébico, tal como |, V ou L deve ser tolerado. E111
é K em Xenopus, indicando que residuos carregados serdo tolerados nesta posicéo,
incluindo D, R, K e H, assim como Q e N. R112 &€ K em Xenopus, indicando que residuos
basicos sdo tolerados nesta posigdo, incluindo R e H. A na posigdo 119 é relativa e
deficientemente conservada, e aparece como P em roedores e V em Xenopus, assim,

essencialmente qualquer aminoacido deve ser tolerado nesta posigao.
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A divulgagao demonstra que a adigao de um outro sitio de glicosilagdo N-ligado (N-
X-S/T) aumenta a meia vida do soro de uma proteina de fusdo de ActRIIB-Fc, em relagéo a
forma de ActRIIB(R64)-Fc. Introduzindo-se uma asparagina na posigdo 24 (constructo
A24N), uma sequéncia NXT é criada, a qual confere uma meia vida mais longa. Outras
sequéncias NX(T/S) sdo encontradas em 42 a 44 (NQS) e 65 a 67 (NSS), embora a ultima
ndo possa ser eficazmente glicosilada com R na posigao 64. Geralmente, as sequéncias N-
X-S/T podem ser introduzidas nas posi¢gdes fora do sitio de ligagdo ao ligante definido na
Figura 12. Sitios particularmente adequados para a introdugido de sequéncias N-X-S/T nio
enddgenas incluem aminodacidos 20 a 29, 20 a 24, 22 a 25, 109 a 134, 120 a 134 ou 129 a
134. Sequéncias N-X-S/T também podem ser introduzidas no ligador entre a sequéncia de
ActRIIB e de Fc ou outro componente de fusdo. Um tal sitio pode ser introduzido com
esforgo minimo introduzindo-se um N na posigédo correta com respeito a um S ou T pré-
existente, ou introduzindo-se um S ou T em uma posi¢cdo correspondente a um N pré-
existente. Assim, alteragfes desejaveis que criariam um sitio de glicosilagdo N-ligado s3o:
A24N, R64N, S67N (possivelmente combinados com uma alteragdo de N65A), E106N,
R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S e R112T. Qualquer S que é prognosticado
ser glicosilado pode ser alterado a um T sem criar um sitio imunogénico, por causa da
protegdo fornecida pela glicosilagdo. Do mesmo modo, qualquer T que é prognosticado ser
glicosilado pode ser alterado a um S. Assim as alteragbes de S67T e S44T séao
consideradas. Do mesmo modo, em uma variante de A24N, uma alteragdo de S26T pode
ser usada. Consequentemente, uma variante de ActRIIB pode incluir um ou mais consensos
adicionais de glicosilagdo N-ligada ndo endégena.

A posigdo L79 pode ser alterada para conferir as propriedades de ligagdo de
activina - miostatina (GDF-11) alteradas. L79A ou L79P reduz a ligagdo de GDF-11 a uma
extensdo maior do que a ligagdo de activina. L79E ou L79D retém a ligagdo de GDF-11.
Notavelmente, as variantes de L79E e L79D tém ligagdo de activina altamente reduzida.
Experimentos in vivo indicam que estes receptores de ndo activina rettém a capacidade
significante de aumentar a massa muscular, porém mostram efeitos diminuidos em outros
tecidos. Estes dados demonstram a desejabilidade e possibilidade de se obter polipeptideos
com efeitos reduzidos sobre activina.

As variagdes descritas podem ser combinadas de varias maneiras. Adicionalmente,
os resultados do programa de mutagénese descritos neste relatério indicam que existem
posicoes de aminoacidos em ActRIlb que sédo frequentemente benéficas para conservagéo.
Estas incluem a posicdo 64 (aminoacido basico), posicdo 80 (aminoacido &acido ou
hidrofébico), posigdo 78 (hidrofébico, e particularmente triptofano), posigdo 37 (acido, e
particularmente acido aspartico ou glutamico), posicdo 56 (aminoacido basico), posi¢do 60
(aminoacido hidrofébico, particularmente fenilalanina ou tirosina). Assim, em cada uma das
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variantes divulgadas neste relatério, a divulgagao fornece uma estrutura de aminoéacidos que
pode ser conservada. Outras posicdes que podem ser desejaveis para conservagéo sdo as
seguintes: posi¢gdo 52 (aminoacido acido), posigdo 55 (aminoacido basico), posicido 81
(acido), 98 (polar ou carregado, particularmente E, D, R ou K).

Em certas modalidades, fragmentos isolados dos polipeptideos de ActRIIB podem
ser obtidos pela triagem de polipeptideos recombinantemente produzidos a partir do
fragmento correspondente do acido nucléico que codifica um polipeptideo de ActRIIB (por
exemplo, SEQ ID NOs: 3 e 4). Além disso, fragmentos podem ser quimicamente sintetizados
usando técnicas conhecidas no ramo, tais como a quimica de f-Moc ou t-Boc de fase sdélida
de Merrifield convencional. Os fragmentos podem ser produzidos (recombinantemente ou
por sintese quimica) e testados para identificar aqueles fragmentos peptidila que podem
funcionar, por exemplo, como antagonistas (inibidores) ou agonistas (ativadores) de uma
proteina de ActRIIB ou um ligante de ActRIIB.

Em certas modalidades, uma variante funcional dos polipeptideos de ActRIIB tem
uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 75 % idéntica a uma sequéncia de
aminoacidos selecionada da SEQ ED NOs: 3, 4 e 10. Em certos casos, a variante funcional
tem uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %
ou 100 % idéntica a uma sequéncia de aminoacidos selecionada da SEQ ID NOs: 3, 4 e 10.

Em certas modalidades, a presente invengao considera a preparag¢ao de variantes
funcionais modificando-se a estrutura de um polipeptideo de ActRIIB para tais propdsitos,
como realgar a eficacia terapéutica, ou estabilidade (por exemplo, vida util ex vivo e
resisténcia a degradacao proteolitica in vivo). Polipeptideos de ActRIIB modificados também
podem ser produzidos, por exemplo, por substituigdo, dele¢do, ou adigdo de aminoacidos.
Por exemplo, é razoavel esperar que uma reposigdo isolada de uma leucina com uma
isoleucina ou valina, um aspartato com um glutamato, uma treonina com uma serina, ou
uma reposicdo similar de um aminoacido com um aminoacido estruturalmente relacionado
(por exemplo, muta¢des conservativas) ndo tera um efeito principal na atividade biolégica da
molécula resultante. Reposi¢bes conservativas sdo aquelas que ocorrem dentro de uma
familia de aminoacidos que estao relacionados em suas cadeias laterais. Uma mudanga na
sequéncia de aminoacidos de um polipeptideo de ActRIIB resulta em um homdlogo
funcional pode ser facilmente determinado avaliando-se a capacidade de o polipeptideo de
ActRIIB variante produzir uma resposta em células em uma forma similar ao polipeptideo de
ActRIIB do tipo selvagem, ou se ligar a um ou mais ligantes, tais como activina, GDF-11 ou
miostatina em uma forma similar ao tipo selvagem.

Em certas modalidades especificas, a presente invengdo considera a preparagéo
de mutagdes no dominio extracelular (também referido como dominio de ligagdo ao ligante)

de um polipeptideo de ActRIIB tal que o polipeptideo de ActRIIB variante (ou mutante) tem
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atividades de ligagdo ao ligante alteradas (por exemplo, afinidade de ligagdo ou
especificidade de ligagdo). Em certos casos, tais polipeptideos de ActRIIB variante tém
afinidade de ligagéo alterada (elevada ou reduzida) para um ligante especifico. Em outros
casos, o0s polipeptideos de ActRIIB variantes tém especificidade de ligacdo alterada para
seus ligantes.

Por exemplo, a divulgagdo fornece polipeptideos de ActRIIB variantes que
preferencialmente se ligam a GDF8/GDF11 em relagéo a activinas. A divulgagédo estabelece
ainda a desejabilidade de tais polipeptideos reduzirem os efeitos “off-target”, embora tais
variantes seletivas possam ser menos desejaveis para o tratamento de doengas severas
onde ganhos muito altos na massa muscular podem ser necessarios para efeito terapéutico
e onde algum nivel do efeito “off-target” é aceitavel. Por exemplo, residuos de aminoacidos
da proteina de ActRIIB, tais como E39, K55, Y60, K74, W78, D80, e F101, estao no sitio de
ligagdo ao ligante e sdo responsaveis por mediar a liga¢do aos seus ligantes, tais como
activina e GDF8. Assim, a presente invengdo fornece um dominio de ligagdo ao ligante
alterado (por exemplo, dominio de ligagdo a GDF8) de um receptor ActRIIB, que
compreende uma ou mais mutagbes nesses residuos de aminoacidos. Opcionalmente, o
dominio de ligagdo ao ligante alterado pode ter seletividade aumentada para um ligante, tal
como GDF8 em relagdo a um dominio de ligagdo ao ligante do tipo selvagem de um
receptor ActRIIB. Para fins de ilustragdo, estas mutagcbes aumentam a seletividade do
dominio de ligagdo ao ligante alterado para GDF8 sobre activina. Opcionalmente, o dominio
de ligacdo ao ligante alterado tem uma razdo de Ky para ligagdo de activina para Kd para
ligagdo de GDF8 que é pelo menos 2, 5, 10, ou ainda 100 vezes maior em relagédo a razéo
para o dominio de ligagdo ao ligante do tipo selvagem. Opcionalmente, o dominio de ligagéo
ao ligante alterado tem uma razéo de ICs, para inibir activina para 1Cso para inibir GDF8 que
€ pelo menos 2, 5, 10, ou ainda 100 vezes maior em relagdo ao dominio de ligagdo ao
ligante do tipo selvagem. Opcionalmente, o dominio de ligagdo ao ligante alterado inibe
GDF8 com uma ICsy pelo menos 2, 5, 10, ou ainda 100 vezes menor do que a ICs para
inibir activina.

Como um exemplo especifico, o residuo de aminoacido positivamente carregado
Asp (D80) do dominio de ligagéo ao ligante de ActRIIB pode ser submetido a mutagdo a um
residuo de aminoacido diferente, tal que o polipeptideo de ActRIIB variante
preferencialmente se liga a GDF8, porém ndo a activina. Preferivelmente, o residuo D80 é
modificado a um residuo de aminoacido selecionado do grupo que consiste de: um residuo
de aminoacido ndo carregado, um residuo de aminoacido negativo, € um residuo de
aminoacido hidrofébico. Como um exemplo especifico adicional, o residuo hidrofébico, L79,
pode ser alterado aos aminoacidos acidos, acido aspartico ou acido glutdmico, para reduzir

consideravelmente a ligagdo de activina retendo a ligagdo de GDF11. Como seréa
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reconhecido por aqueles de habilidade na técnica, a maioria das mutagdes, variantes ou
modificagdes descrita pode ser preparada no nivel do acido nucléico ou, em alguns casos,
por modificagdo pods-tradugdo ou sintese quimica. Tais técnicas sdo bem conhecidas no
ramo.

Em certas modalidades, a presente invengdo considera mutagdes especificas dos
polipeptideos de ActRIIB de modo a alterar a glicosilagdo do polipeptideo. Sitios de
glicosilacdo exemplares em polipeptideos de ActRIIB sédo ilustrados na Figura 2. Tais
mutagdes podem ser selecionadas de modo a introduzir ou eliminar um ou mais sitios de
glicosilagdo, tais como sitios de glicosilagdo O-ligados ou N-ligados. Sitios de
reconhecimento de glicosilagdo ligada a asparagina geralmente compreendem uma
sequéncia tripeptidica, asparagina-X-treonina (onde “X” & qualquer aminoacido) que €
especificamente reconhecida por enzimas de glicosilagdo celular apropriadas. A alteragéo
também pode ser feita pela adigdo ou substituicdo de um ou mais residuos de serina ou
treonina a sequéncia do polipeptideo de ActRIIB do tipo selvagem (para sitios de
glicosilagdo O-ligados). Uma variedade de substituices ou delegcbes de aminoacidos em
uma ou na primeira ou terceira posi¢cdo de aminoacidos de um sitio de reconhecimento de
glicosilagdo (e/ou delecdo de aminoacido na segunda posigédo) resulta na nao glicosilagdo
na sequéncia tripeptidica modificada. Um outro meio de aumentar o nimero de porgdes de
carboidrato em um polipeptideo de ActRIIB é pela ligagdo quimica ou enzimatica de
glicosideos ao polipeptideo de ActRIIB. Dependendo do modo de ligagdo usado, o aglcar
podem ser ligado a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxila livres; (c) grupos sulfidrila
livres, tais como aqueles de cisteina; (d) grupos hidroxila livres, tais como aqueles de serina,
treonina, ou hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos, tais como aqueles de fenilalanina,
tirosina, ou triptofano; ou (f) o grupo amida de glutamina. Estes métodos sdo descritos na
WO 87/05330 publicada em 11 de Setembro de 1987, e em Aplin e Wriston (1981) CRC Cirit.
Rev. Biochem., paginas 259-306, incorporados como referéncia neste relatério. A remogéo
de uma ou mais porgdes de carboidrato presentes em um polipeptideo de ActRIIB pode ser
realizada quimica e/ou enzimaticamente. A desglicosilagdo quimica pode envolver, por
exemplo, a exposicdo do polipeptideo de ActRIIB ao composto acido
trifluorometanossulfénico, ou um composto equivalente. Este tratamento resulta na clivagem
de muitos ou todos os aglcares, exceto o aglcar de ligagdo (N-acetilglucosamina ou N-
acetilgalactosamina), deixando a sequéncia de aminoacidos intacta. A desglicosilagéo
quimica é descrita ainda por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 e por
Edge et al. (1981) Anal. Biochem. 118:131. A clivagem enzimatica de porgdes de
carboidrato em polipeptideos de ActRIIB pode ser obtida pelo uso de uma variedade de
endo e exoglicosidases, conforme descrito por Thotakura et al. (1987) Meth. Enzymol.
138:350. A sequéncia de um polipeptideo de ActRIIB pode ser ajustada, conforme
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apropriado, dependendo do tipo de sistema de expressdo usado, como células de
mamiferos, leveduras, insetos e plantas, todas podem introduzir padrées de glicosilagéo
diferentes que podem ser afetados pela sequéncia de aminoacidos do peptideo. No geral,
proteinas de ActRIIB para o uso em seres humanos serdo expressadas em uma linhagem
celular de mamifero que fornece glicosilagdo apropriada, tal como linhagens celulares de
HEK293 ou CHO, embora espera-se que outras linhagens celulares de expressdo em
mamiferos também sejam uteis.

Esta divulgagdo considera ainda um método de gerar variantes, particularmente
conjuntos de variantes combinatérias de um polipeptideo de ActRIIB, incluindo,
opcionalmente, variantes de truncamento; “pools” de mutantes combinatérios sao
especialmente uteis para identificar sequéncias variantes funcionais. O propésito da triagem
de tais bibliotecas combinatdrias pode ser gerar, por exemplo, variantes de polipeptideo de
ActRIIB que tenham propriedades alteradas, tais como farmacocinética alterada, ou ligagao
ao ligante alterada. Uma variedade de ensaios de triagem é fornecida abaixo, e tais ensaios
podem ser usados para avaliar as variantes. Por exemplo, uma variante de polipeptideo de
ActRIIB pode ser triada quanto a capacidade de se ligar a um polipeptideo de ActRIIB, para
prevenir a ligagdo de um ligante de ActRIIB a um polipeptideo de ActRIIB.

A atividade de um polipeptideo de ActRIIB ou de suas variantes também pode ser
testada em um ensaio com base celular ou in vivo. Por exemplo, o efeito de uma variante de
polipeptideo de ActRIIB na expressdo de genes envolvidos na produgdo 6ssea em um
osteoblasto ou precursor pode ser avaliado. Isto pode, conforme necessario, ser realizado
na presenga de uma ou mais proteinas de ligante de ActRIIB recombinantes (por exemplo,
BMP7), e células podem ser transfectadas de modo a produzir um polipeptideo de ActRIIB
e/ou variantes do mesmo, e opcionalmente, um ligante de ActRIIB. Do mesmo modo, um
polipeptideo de ActRIIB pode ser administrado a um camundongo ou outro animal, e uma ou
mais propriedades dsseas, tais como densidade ou volume, podem ser avaliadas. A taxa de
restabelecimento para fraturas 6sseas também pode ser avaliada. Similarmente, a atividade
de um polipeptideo de ActRIIB ou suas variantes pode ser testada em células musculares,
adipdcitos, e células neuronais quanto a qualquer efeito sobre o crescimento destas células,
por exemplo, pelos ensaios, conforme descrito abaixo. Tais ensaios sdo bem conhecidos e
rotineiros na técnica. Um gene repérter responsivo a SMAD pode ser usado em tais
linhagens celulares para monitorar os efeitos sobre a sinalizagédo.

Variantes combinatoriamente derivadas podem ser geradas, as quais tém uma
poténcia seletiva em relagdo a um polipeptideo de ActRIIB que ocorre naturalmente. Tais
proteinas variantes, quando expressadas a partir de constructos de DNA recombinante,
podem ser usadas em protocolos de terapia genética. Do mesmo modo, a mutagénese pode

dar origem a variantes que tém meias vidas intracelulares dramaticamente diferentes do que
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as correspondentes de um polipeptideo de ActRIIB do tipo selvagem. Por exemplo, a
proteina alterada pode se tornar mais ou menos estavel a degradagao proteolitica ou outros
processos que resultam na destruigdo ou, de outro modo, inativagdo de um polipeptideo de
ActRIIB nativo. Tais variantes, e os genes que as codificam, podem ser utilizadas para
alterar niveis de polipeptideo de ActRIIB modulando-se a meia vida dos polipeptideos de
ActRIlIB. Por exemplo, uma meia vida curta pode dar origem a efeitos biolégicos mais
transitérios e, quando parte de um sistema de expressdo induzivel, pode permitir um
controle mais estreito de niveis de polipeptideo de ActRIIB recombinante dentro da célula.

Em certas modalidades, os polipeptideos de ActRIIB da invengido podem
compreender ainda modificagbes pés-tradugdo, além daquelas que estdo naturalmente
presentes nos polipeptideos de ActRIIB. Tais modificagdes incluem, mas n&o sdo limitadas
a, acetilagdo, carboxilagdo, glicosilagdo, fosforilagdo, lipidagdo, e acilagdo. Como um
resultado, o polipeptideos de ActRIIB modificados podem conter elementos de né&o
aminoacidos, tais como polietilenoglicois, lipideos, poli ou monossacarideo, e fosfatos.
Efeitos de tais elementos de ndo aminoacidos na funcionalidade de um polipeptideo de
ActRIIB podem ser testados, conforme descrito neste relatério, quanto a outras variantes de
polipeptideo de ActRIIB. Quando um polipeptideo de ActRIIB é produzido em células
clivando-se uma forma embrionédria do polipeptideo de ActRIIB, o processamento pds-
tradugéo também pode ser importante para duplicagdo e/ou fungdo correta da proteina.
Células diferentes (tais como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 ou HEK293) tém
mecanismos celulares especificos € mecanismos caracteristicos para tais atividades pos-
tradugédo e podem ser escolhidas para garantir a modificagdo e processamento corretos dos
polipeptideos de ActRIIB.

Em certos aspectos, variantes funcionais ou formas modificadas dos polipeptideos
de ActRIIB incluem proteinas de fusdo tendo pelo menos uma porcéo dos polipeptideos de
ActRIIB € um ou mais dominios de fusdo. Exemplos bem conhecidos de tais dominios de
fusédo incluem, mas ndo sdo limitados a, poliistidina, Glu-Glu, glutationa S-transferase (GST),
tioredoxina, proteina A, proteina G, uma regido constante de cadeia pesada de
imunoglobulina (por exemplo, um Fc), proteina de ligagdo a maltose (MBP), ou albumina
sérica humana. Um dominio de fusdo pode ser selecionado de modo a conferir uma
propriedade desejada. Por exemplo, alguns dominios de fusdo sdo particularmente uteis
para o isolamento das proteinas de fusdo por cromatografia de afinidade. Para o propésito
de purificagao por afinidade, matrizes relevantes para cromatografia de afinidade, tais como
resinas conjugadas a glutationa, amilase, e niquel ou cobalto sdo usadas. Muitas de tais
matrizes estdo disponiveis na forma de “kit”, tal como o sistema de purificagdo GST da
Pharmacia e o sistema QlAexpress™ (Qiagen) util com pares de fusdo (HISg). Como um

outro exemplo, um dominio de fusd@o pode ser selecionado de modo a facilitar a detecgédo
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dos polipeptideos de ActRIIB. Exemplos de tais dominios de detecgdo incluem varias
proteinas fluorescentes (por exemplo, GFP) assim como “tags de epitopo,” que sédo
usualmente sequéncias de peptideos curtas para que um anticorpo especifico esteja
disponivel. Tags de epitopo bem conhecidas para que os anticorpos monoclonais
especificos estejam facilmente disponiveis incluem FLAG, hemaglutinina do virus influenza
(HA), e tags c-myc. Em alguns casos, os dominios de fusdo tém um sitio de clivagem da
protease, tal como para o Fator Xa ou Trombina, que permite que a protease relevante
realize parcialmente a digestdo das proteinas de fusdo e desse modo libere as proteinas
recombinantes deste. As proteinas liberadas depois podem ser isoladas do dominio de
fusdo por separagdo cromatografica subsequente. Em certas modalidades preferidas, um
polipeptideo de ActRIIB € fundido com um dominio que estabiliza o polipeptideo de ActRIIB
in vivo (um dominio “estabilizador”). O termo “estabilizar” significa aumentar a meia vida do
soro, independentemente se é por causa da destruigdo diminuida, liberagdo diminuida pelos
rins, ou outros efeitos farmacocinéticos. As fusbes com a porgdo Fc de uma imunogiobulina
conferem propriedades farmacocinéticas desejaveis em uma faixa ampla de proteinas. Do
mesmo modo, fusbes com albumina sérica humana podem conferir propriedades
desejaveis. Outros tipos de dominios de fusdo que podem ser selecionados incluem
dominios de multimerizagdo (por exemplo, dimerizagdo, tetramerizagdo) e dominios
funcionais (que conferem uma funcgéo biolégica adicional, tal como estimulagdo adicional do
crescimento muscular).

Como um exemplo especifico, a presente invengéo fornece uma proteina de fuséo
como um antagonista de GDF8 que compreende um dominio extracelular (por exemplo,
ligagdo ao GDF8) fundido a um dominio Fc (por exemplo, SEQ ID NO: 13).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A)
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A)
VSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGPFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN (A)
HYTQKSLSLSPGK*

Preferivelmente, o dominio F¢c tem uma ou mais mutagdes nos residuocs, tais como
Asp-265, lisina 322, e Asn-434. Em certos casos, o dominio Fc mutante tendo uma ou mais
destas mutagdes (por exemplo, mutagdo Asp-265) tem capacidade reduzida de ligagdo ao
receptor Fcy em relagdo a um dominio Fc do tipo selvagem. Em outros casos, o dominio Fc
mutante tendo uma ou mais destas mutagbes (por exemplo, mutagdo Asn-434) tem
capacidade aumentada de ligagdo ao receptor Fc relacionado a MHC de classe | (FCRN) em
relagdo a um dominio Fc do tipo selvagem.

E entendido que elementos diferentes das proteinas de fusdo podem ser arranjados

de qualquer maneira que seja compativel com a funcionalidade desejada. Por exemplo, um
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polipeptideo de ActRIIB pode ser colocado no C-terminal em um dominio heterdlogo, ou,
alternativamente, um dominio heterélogo pode ser colocado no C-terminal em um
polipeptideo de ActRIIB. O dominio do polipeptideo de ActRIIB e o dominio heterdlogo ndo
precisam ser adjacentes em uma proteina de fusdo, e dominios adicionais ou sequéncias de
aminoacidos podem ser incluidos no C- ou N-terminal em qualquer dominio ou entre os
dominios.

Em certas modalidades, os polipeptideos de ActRIIB da presente invengdo contém
uma ou mais modificagbes que sdo capazes de estabilizar os polipeptideos de ActRIIB. Por
exemplo, tais modificagdes realgam a meia vida in vitro dos polipeptideos de ActRIIB,
realgam a meia vida circulatéria dos polipeptideos de ActRIIB ou reduzem a degradagao
proteolitica dos polipeptideos de ActRIIB. Tais modifica¢des estabilizantes incluem, mas nao
sdo limitadas a, proteinas de fusdo (inciuindo, por exemplo, proteinas de fuséo
compreendendo um polipeptideo de ActRIIB e um dominio estabilizador), modificagbes de
um sitio de glicosilagdo (incluindo, por exemplo, a adicdo de um sitio de glicosilagdo a um
polipeptideo de ActRIIB), e modificacées da porgédo de carboidrato (incluindo, por exemplo, a
remogao de porgdes de carboidrato de um polipeptideo de ActRIIB). No caso de proteinas
de fusdo, um polipeptideo de ActRIIB é fundido a um dominio estabilizador, tal como uma
molécula de IgG (por exemplo, um dominio Fc). Conforme usado neste relatério, o termo
“dominio estabilizador” ndo se refere apenas a um dominio de fusdo (por exemplo, Fc) como
no caso de proteinas de fusdo, mas também inclui modificagBes ndo proteinadceas, tais
como uma porgao de carboidrato, ou polimero ndo proteinaceo, tal como polietilenoglicol.

Em certas modalidades, a presente invengéo torna disponivel as formas isoladas
e/ou purificadas dos polipeptideos de ActRIlIB, que sédo isoladas, ou de outro modo,
substancialmente livres de outras proteinas.

Em certas modalidades, polipeptideos de ActRIIB (ndo modificados ou modificados)
da invengdo podem ser produzidos por uma variedade de técnicas conhecidas no ramo. Por
exemplo, tais polipeptideos de ActRIIB podem ser sintetizados usando técnicas de quimica
de proteina padrdo, tais como aquelas descritas em Bodansky, M. Principles of Peptide
Synthesis, Springer Verlag, Berlim (1993) e Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's
Guide, W. H. Freeman e Company, Nova lorque (1992). Além disso, sintetizadores de
peptideo automaticos estdo comercialmente disponiveis (por exempio, Modelo 396 da
Advanced ChemTech; Milligen/Biosearch 9600). Alternativamente, os polipeptideos de
ActRIIB, fragmentos ou variantes dos mesmos podem ser recombinantemente produzidos
usando varios sistemas de expresséao (por exemplo, E. coli, células de Ovario de Hamster
Chinés, células COS, baculovirus) como é bem conhecido na técnica (veja também abaixo).
Em uma modalidade adicional, os polipeptideos de ActRIIB modificados ou ndo modificados
podem ser produzidos pela digestdo de polipeptideos de ActRIIB de comprimento total que
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ocorrem naturalmente ou recombinantemente produzidos usando-se, por exemplo, uma
protease, por exemplo, tripsina, termolisina, quimiotripsina, pepsina, ou enzima de
converséo de aminoacidos béasicos pareados (PACE). A analise por computador (usando um
software comerciaimente disponivel, por exemplo, Mac Vector, Omega, PCGene, Molecular
Simulation, Inc.) pode ser usada para identificar sitios de clivagem proteolitica.
Alternativamente, tais polipeptideos de ActRIIB podem ser produzidos a partir de
polipeptideos de ActRIIB de comprimento total que ocorrem naturalmente ou
recombinantemente produzidos, tal como por técnicas padrdo conhecidas no ramo, tais
como por clivagem quimica (por exemplo, brometo de cianogénio, hidroxilamina).

3. Acidos nucléicos Que Codificam Polipeptideos de ActRIIB

Em certos aspectos, a invengdao fornece acidos nucléicos isolados e/ou
recombinantes que codificam qualquer um dos polipeptideos de ActRIIB (por exemplo,
polipeptideos de ActRIIB soltveis), incluindo qualquer uma das variantes divulgadas neste
relatério. Por exemplo, a SEQ ID NO: 4 codifica um polipeptideo precursor de ActRIIB que
ocorre naturalmente, enquanto a SEQ ID NO: 3 codifica um polipeptideo de ActRIIB solavel.
Os acidos nucléicos objeto podem ser de filamento unico ou de filamento duplo. Tais acidos
nucléicos podem ser moléculas de DNA ou RNA. Estes acidos nucléicos podem ser usados,
por exemplo, em métodos para fabricar polipeptideos de ActRIIB ou como agentes
terapéuticos diretos (por exemplo, em um método de terapia genética).

Em certos aspectos, os acidos nucléicos objeto que codificam os polipeptideos de
ActRIIB incluem &cidos nucléicos que sdo variantes da SEQ ID NO: 3. Sequéncias
nucleotidicas variantes incluem sequéncias que diferem por uma ou mais substituigbes,
adicbes ou delegbes de nuclectideo, tais como variantes alélicas; e, portanto, incluirdo
sequéncias de codificagdo que diferem da sequéncia nucleotidica da sequéncia de
codificagdo designada na SEQ ID NO: 4.

Em certas modalidades, a invencdo fornece sequéncias de acido nucléico isoladas
ou recombinantes que sdo pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % ou 100
% idénticas a SEQ ID NO: 3. Uma pessoa de habilidade comum na técnica avaliard que as
sequéncias de acido nucléico complementares a SEQ ID NO: 3, e variantes da SEQ ID NO:
3 também estdo dentro do escopo desta invengdo. Em modalidades adicionais, as
sequéncias de &cido nucléico da invengdo podem ser isoladas, recombinantes, e/ou
fundidas com uma sequéncia nucleotidica heteréloga, ou em uma biblioteca de DNA.

Em outras modalidades, acidos nucléicos da invengdo também incluem sequéncias
nucleotidicas que hibridizam sob condigdes altamente estritas a sequéncia nucleotidica
designada na SEQ ID NO: 3, sequéncia complementar da SEQ ID NO: 3, ou fragmentos das
mesmas. Conforme debatido acima, uma pessoa de habilidade comum na técnica entendera

facilmente que as condigdes de estringéncia apropriadas, as quais promovem a hibridizagéo
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de DNA, podem ser variadas. Uma pessoa de habilidade comum na técnica entendera
facilmente que as condigdes de estringéncia apropriadas, as quais promovem a hibridizagéo
de DNA, podem ser variadas. Por exemplo, uma pessoa pode realizar a hibridizagdo em 6,0
x cloreto de sédio/citrato de sddio (SSC) a cerca de 45 °C, seguido por uma lavagem de 2,0
x SSC a 50 °C. Por exemplo, a concentragdo de sal na etapa de lavagem pode ser
selecionada a partir de uma estringéncia baixa de cerca de 2,0 x SSC a 50 °C a uma
estringéncia alta de cerca de 0,2 x SSC a 50 °C. Além disso, a temperatura na etapa de
lavagem pode ser aumentada a partir de condigbes de estringéncia baixa na temperatura
ambiente, cerca de 22 °C, para condigbes de estringéncia aita a cerca de 65 °C. Tanto a
temperatura quanto o sal podem ser variados, ou a temperatura ou a concentragdo de sal
podem ser mantidas constantes, enquanto a outra variavel é modificada. Em uma
modalidade, a inveng¢do fornece acidos nucléicos que hibridizam sob condigbées de
estringéncia baixa de 6 x SSC na temperatura ambiente seguido por uma lavagem em 2 x
SSC na temperatura ambiente.

Acidos nucléicos isolados que diferem dos acidos nucléicos apresentados na SEQ
ID NO: 3 devido a degeneragdo no codigo genético também estdo dentro do escopo da
invengdo. Por exemplo, varios aminoacidos sdo designados por mais do que um fripleto.
Cddons que especificam o mesmo aminoacido, ou sinénimos (por exemplo, CAU e CAC séo
sinbnimos para histidina) podem resultar em mutagdes “silenciosas” que ndo afetam a
sequéncia de aminoacidos da proteina. Entretanto, espera-se que os polimorfismos da
sequéncia de DNA que levam a mudang¢as nas sequéncias de aminoacidos das proteinas
objeto existam entre células de mamifero. Uma pessoa habilitada na técnica avaliara que
estas variagdbes em um ou mais nucleotideos (até cerca de 3 a 5 % dos nucleotideos) dos
acidos nucléicos que codificam uma proteina particular podem existir entre individuos de
uma espécie fornecida devido a variagdo alélica natural. Quaisquer e todas as tais variagoes
nucleotidicas e polimorfismos de aminoacidos resultantes estdo dentro do escopo desta
invengao.

Em certas modalidades, os acidos nucléicos recombinantes da inven¢do podem ser
operavelmente ligados a uma ou mais sequéncias nucleotidicas regulatérias em um
constructo de expressdo. Sequéncias nucleotidicas regulatérias geralmente seréo
apropriadas para a célula hospedeira usada para a expresséao. Tipos numerosos de vetores
de expresséo apropriados e sequéncias regulatérias adequadas sdo conhecidos na técnica
para uma variedade de células hospedeiras. Tipicamente, uma ou mais sequéncias
nucleotidicas regulatbrias podem incluir, mas nao sédo limitadas a, sequéncias promotoras,
sequéncias lideres ou sinais, sitios de ligagdo ribossémicos, sequéncias de inicio e
terminagédo transcricional, sequéncias de inicio e terminagdo de tradugdo, e sequéncias

realgadoras ou ativadoras. Promotores constitutivos ou induziveis conhecidos na técnica sdo
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considerados pela invengdo. Os promotores podem ser promotores que ocorrem
naturalmente, ou promotores hibridos que combinam elementos de mais do que um
promotor. Um constructo de expressdo pode estar presente em uma célula em um
epissoma, tal como um plasmideo, ou o constructo de expressio pode ser inserido em um
cromossomo. Em uma modalidade preferida, o vetor de expressdo contém um gene
marcador selecionavel para permitir a selegdo de células hospedeiras transformadas. Genes
marcadores selecionaveis sdo bem conhecidos na técnica e variardo com a célula
hospedeira usada.

Em certos aspectos da invengdo, o acido nucléico objeto é fornecido em um vetor
de expressdo compreendendo uma sequéncia nucleotidica que codifica um polipeptideo de
ActRIIB e operavelmente ligada a pelo menos uma sequéncia regulatéria. As sequéncias
regulatérias s@o reconhecidas na técnica e sdo selecionadas para direcionar a expressédo do
polipeptideo de ActRIIB. Consequentemente, o termo sequéncia regulatéria inclui
promotores, realgcadores, e outros elementos de controle de expressdo. Sequéncias
regulatérias exemplares sdo descritas em Goeddel; Gene Expression Technology: Methods
in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Por exemplo, qualquer uma de uma
ampla variedade de sequéncias de controle de expressao que controla a express&o de uma
sequéncia de DNA quando operativamente ligada a ela pode ser usada nestes vetores para
expressar sequéncias de DNA que codificam um polipeptideo de ActRIIB. Tais sequéncias
de controle de expressao (teis, incluem, por exemplo, os primeiros e uUltimos promotores de
SV 40, promotor tet, promotor precoce imediato do adenovirus ou citomegalovirus,
promotores RSV, o sistema lac, o sistema trp, o sistema TAC ou TRC, promotor T7, cuja
expresséao € dirigida por T7 RNA polimerase, o operador principal e regides promotoras de
fago lambda, as regiGes controle para a proteina de cobertura fd, o promotor para 3-
fosfoglicerato cinase ou outras enzimas glicoliticas, os promotores de fosfatase de acido, por
exemplo, Pho5, os promotores da fatores do tipo “mating” a de levedura, o promotor poliedro
do sistema do baculovirus e outras sequéncias conhecidas para controlar a expressado de
genes de células procariéticas ou eucariéticas ou seus virus, e varias combinagdes das
mesmas. Deve ser entendido que o projeto do vetor de expressdo pode depender de tais
fatores como a escolha da célula hospedeira a ser transformada e/ou o tipo de proteina
desejada a ser expressada. Além disso, o numero de cépias do vetor, a capacidade de
controlar o nimero de copias e a expressdo de qualquer outra proteina codificada pelo
vetor, tal como marcadores de antibiéticos, também devem ser considerados.

Um acido nucléico recombinante da invenc¢éao pode ser produzido ligando-se o gene
clonado, ou uma porgdo do mesmo, em um vetor adequado para a expressao em células
procaridticas, célula eucaridticas (levedura, aves, insetos ou mamiferos), ou ambas.

Veiculos de expressdo para a produgdo de um polipeptideo de ActRIIB recombinante
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incluem plasmideos e outros vetores. Por exemplo, vetores adequados incluem plasmideos
dos tipos: plasmideos derivados de pBR322, plasmideos derivados de pEMBL, plasmideos
derivados de pEX, plasmideos derivados de pBTac e plasmideos derivados de pUC para a
expressdo em células procariéticas, tais como E. coli.

Alguns vetores de expressao em mamiferos contém sequéncias procariéticas para
facilitar a propagagédo do vetor nas bactérias, e uma ou mais unidades de transcrigdo
eucaridticas que sdo expressadas em células eucaridticas. Os vetores derivados de
pcDNAIl/amp, pcDNAl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo e pHyg sdo exemplos de vetores de expressdo em mamiferos,
adequados para transfecgdo de células eucaritticas. Alguns deste vetores sdo modificados
com sequéncias a partir de plasmideos bacterianos, tais como pBR322, para facilitar a
replicagdo e selegcdo de resisténcia ao farmaco tanto em células procariéticas quanto
eucaridticas. Alternativamente, derivados de virus, tais como o virus do papiloma bovino
(BPV-I), ou virus Epstein-Barr (pHEBo, derivada de pREP e p205) podem ser usados para
expressao transitéria de proteinas em células eucariéticas. Exemplos de outros sistemas de
expressdo viral (incluindo retroviral) podem ser encontrados abaixo na descricdo de
sistemas de liberagao de terapia genética. Os varios métodos utilizados na preparagéao dos
plasmideos e na transformagéo de organismos hospedeiros séo bem conhecidos na técnica.
Para outros sistemas de expressdo adequados para células procaridticas e eucariéticas,
assim como procedimentos recombinantes gerais, veja Molecular Cloning A Laboratory
Manual, 22 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch e Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989) Capitulos 16 e 17. Em alguns exemplos, pode ser desejavel expressar os
polipeptideos recombinantes através do uso de um sistema de expressdo de baculovirus.
Exemplos de tais sistemas de express&o de baculovirus incluem vetores derivados de pVL
(tais como pVL1392, pVL1393 e pVL941), vetores derivados de pAcUW (tais como
pAcUWI), e vetores derivados de pBlueBac (tais como o #-gal contendo pBlueBac IlI).

Em uma modalidade preferida, um vetor sera designado para a produgdo dos
polipeptideos de ActRIIB objeto em células de CHO, tais como um vetor Pcmv-Script
(Stratagene, La Jolla, Calif), vetores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) e vetores pCl-neo
(Promega, Madison, Wise). Como sera evidente, os constructos genéticos objeto podem ser
usados para causar a expressdo dos polipeptideos de ActRIIB objeto em células
propagadas em cultura, por exemplo, para produzir proteinas, incluindo proteinas de fusédo
ou proteinas variantes, para purificagao.

Esta invengédo também refere-se a uma célula hospedeira transfectada com um
gene recombinante incluindo uma sequéncia de codificagdo (por exemplo, SEQ ID NO: 4)
para um ou mais polipeptideos de ActRIIB objeto. A célula hospedeira pode ser qualquer
célula procaribética ou eucariética. Por exemplo, um polipeptideo de ActRIIB da invengéo
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pode ser expressado em células bacterianas, tais como E. coli, células de inseto (por
exemplo, usando um sistema de expressdo de baculovirus), levedura, ou células de
mamiferos. Outras células hospedeiras adequadas sdo conhecidas aqueles habilitados na
técnica.

Consequentemente, a presente invengéo refere-se ainda a métodos de produzir os
polipeptideos de ActRIIB objeto. Por exemplo, uma célula hospedeira transfectada com um
vetor de expressdo que codifica um polipeptideo de ActRIIB pode ser cultivada sob
condi¢cdes apropriadas para permitir que a expressao do polipeptideo de ActRIIB ocorra. O
polipeptideo de ActRIIB pode ser secretado e isolado de uma mistura de células € meio
contendo o polipeptideo de ActRIIB. Alternativamente, o polipeptideo de ActRIIB pode ser
retido citoplasmicamente ou em uma fragdo de membrana e as células colhidas, lisadas e a
proteina isolada. Uma cultura celular inclui células hospedeiras, meios e outros subprodutos.
Meios adequados para a cultura celular sdo bem conhecidos na técnica. Os polipeptideos
de ActRIIB objeto podem ser isolados do meio de cultura celular, células hospedeiras, ou
ambos, usando técnicas conhecidas no ramo para purificar proteinas, incluindo
cromatografia de troca i6nica, cromatografia de filtragdo em gel, ultrafiltragéo, eletroforese, e
purificagdo por imunoafinidade com anticorpos especificos para epitopos particulares dos
polipeptideos de ActRIIB. Em uma modalidade preferida, o polipeptideo de ActRIIB é uma
proteina de fusdo contendo um dominio que facilita sua purificagéo.

Em uma outra modalidade, uma codificagdo do gene de fusédo para uma sequéncia
lider de purificagéo, tal como uma sequéncia do sitio de clivagem de poli-(His)/enterocinase
no N-terminal da porgédo desejada do polipeptideo de ActRIIB recombinante, pode permitir a
purificacdo da proteina de fusdo expressada por cromatografia de afinidade usando uma
resina de metal Ni**. A sequéncia lider de purificagdo depois pode ser subsequentemente
removida por tratamento com enterocinase para fornecer o polipeptideo de ActRIIB
purificado (por exemplo, veja Hochuli et al., (1987) J. Chromatography 411:177; e Janknecht
et al., PNAS USA 88:8972).

Técnicas para fabricar genes de fusdo sdo bem conhecidas. Essencialmente, a
jungdo de varios fragmentos de DNA codificando sequéncias polipeptidicas diferentes é
realizada de acordo com técnicas convencionais, utilizando terminais com extremidades
cegas ou extremidades alternadas para ligagdo, digestdo com enzima de restrigdo para
fornecer terminais apropriados, substituicido de extremidades coesivas, conforme
apropriado, tratamento com fosfatase alcalina para evitar jungdes indesejaveis, e ligagéo
enzimatica. Em uma outra modalidade, o gene de fusdo pode ser sintetizado por técnicas
convencionais incluindo sintetizadores de DNA automaticos. Alternativamente, a
amplificagdo por PCR de fragmentos de gene pode ser realizada usando iniciadores

(Ancora) que dao origem a ressaltos complementares entre dois fragmentos de gene
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consecutivos que podem subsequentemente ser anelados para gerar uma sequéncia génica
quimérica (veja, por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al.,
John Wiley & Sons: 1992).

4. Anticorpos

Um outro aspecto da invengdo refere-se a anticorpos. Um anticorpo que é
especificamente reativo com um polipeptideo de ActRIIB (por exemplo, um polipeptideo de
ActRIIB soltivel) e que se liga competitivamente ao polipeptideo de ActRIIB pode ser usado
como um antagonista das atividades do polipeptideo de ActRIIB. Por exemplo, usando-se
imunogenes derivados de um polipeptideo de ActRIIB, os antissoros anti-proteina/anti-
peptideo ou anticorpos monoclonais podem ser preparados por protocolos padrao (veja, por
exemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. por Harlow e Lane (Cold Spring Harbor
Press: 1988)). Um mamifero, tal como um camundongo, um hamster ou coelho pode ser
imunizado com uma forma imunogénica do polipeptideo de ActRIIB, um fragmento
antigénico que é capaz de eliciar uma resposta do anticorpo, ou uma proteina de fuséo.
Técnicas para conferir imunogenicidade em uma proteina ou peptideo incluem conjugagéo
aos portadores ou outras técnicas bem conhecidas no ramo. Uma porgdo imunogénica de
um polipeptideo de ActRIIB pode ser administrada na presenga de adjuvante. O progresso
da imunizagéo pode ser monitorado por detecgao de titulagbes de anticorpos no plasma ou
soro. ELISA padrido ou outros imunoensaios podem ser usados com o imunogene como
antigeno para avaliar os niveis de anticorpos.

Ap6és a imunizagdo de um animal com uma preparagdo antigénica de um
polipeptideo de ActRIIB, antissoros podem ser obtidos e, se desejado, anticorpos policlonais
podem ser isolados do soro. Para produzir anticorpos monoclonais, células produtoras de
anticorpos (linfécitos) podem ser colhidas de um animal imunizado e fundidas por
procedimentos de fusdo celular somatica padrdo com imortalizagéo de células, tais como
células de mieloma para produzir células de hibridoma. Tais técnicas sdo bem conhecidas
no ramo, e incluem, por exemplo, a técnica de hibridoma (originalmente desenvolvida por
Kohler e Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), a técnica de hibridoma de célula B humana
(Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4: 72), e a técnica hibridoma de EBV para produzir
anticorpos monoclonais humanos (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. paginas 77-96). Células de hibridoma podem ser triadas
imunoquimicamente para produgdo de anticorpos especificamente reativos com um
polipeptideo de ActRIIB e anticorpos monoclonais isolados de uma cultura compreendendo
tais células de hibridoma.

O termo “anticorpo”, conforme usado neste relatdrio, inclui fragmentos do mesmo,
os quais também sdo especificamente reativos com um polipeptideo de ActRIIB objeto.
Anticorpos podem ser fragmentados usando técnicas convencionais e os fragmentos triados
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quanto a utilidade, da mesma maneira descrita acima para anticorpos totais. Por exemplo,
fragmentos F(ab), podem ser gerados tratando-se o anticorpo com pepsina. O fragmento
F(ab), resultante pode ser tratado para reduzir pontes dissulfeto e para produzir fragmentos
Fab. O anticorpo da presente invengado inclui ainda moléculas biespecificas, de cadeia
Unica, e quiméricas e humanizadas tendo afinidade para um polipeptideo de ActRIIB
conferida em pelo menos uma regiio CDR do anticorpo. Em modalidades preferidas, o
anticorpo compreende ainda uma marcagao ligada a este, e capaz de ser detectado (por
exemplo, a marcagdo pode ser um radioisdtopo, composto fluorescente, enzima ou co-fator
de enzima).

Em certas modalidades preferidas, um anticorpo da invengdo € um anticorpo
monoclonal, e em certas modalidades, a invengdo disponibiliza métodos para gerar novos
anticorpos. Por exemplo, um método para gerar um anticorpo monoclonal que se liga
especificamente a um polipeptideo de ActRIIB pode compreender administrar a um
camundongo uma quantidade de uma composigdo imunogénica compreendendo o
polipeptideo de ActRIIB eficaz para estimular uma resposta imune detectavel, obtendo
células produtoras de anticorpos (por exemplo, células do bago) provenientes de
camundongo e fundindo as células produtoras de anticorpos com células de mieloma para
obter hibridomas produtores de anticorpos, e testar os hibridomas produtores de anticorpos
quanto a identificagdo de um hibridoma que produz um anticorpo monoclonal que se liga
especificamente ao polipeptideo de ActRIIB. Uma vez obtido, um hibridoma pode ser
propagado em uma cultura celular, opcionalmente em condigdes de cultura onde as células
derivadas de hibridoma produzem o anticorpo monoclonal que se liga especificamente ao
polipeptidec de ActRIIB. O anticorpo monoclonal pode ser purificado a partir da cultura
celular.

O adjetivo “especificamente reativo com”, conforme usado em referéncia a um
anticorpo, significa, como é geralmente entendido na técnica, que o anticorpo é
suficientemente seletivo entre o antigeno de interesse (por exemplo, um polipeptideo de
ActRIIB) e outros antigenos que ndo sao de interesse, que o anticorpo € util para detectar a
presenga do antigeno de interesse em um tipo particular de amostra biolégica. Em certos
métodos que utilizam o anticorpo, tais como aplicagées terapéuticas, um grau mais alto de
especificidade na ligagdo pode ser desejavel. Anticorpos monoclonais geralmente tém uma
maior tendéncia (em comparagdo a anticorpos policlonais) a discriminar eficazmente entre
os antigenos e polipeptideos de reagdo cruzada desejados. Uma caracteristica que
influencia a especificidade de uma interagdo anticorpo:antigeno é a afinidade do anticorpo
para o antigeno. Embora a especificidade desejada possa ser atingida com uma faixa de
afinidades diferentes, geralmente anticorpos preferidos terdo uma afinidade (uma constante

de dissociagido) de cerca de 10, 107, 10%, 10" ou menos.
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Além disso, as técnicas usadas para triar anticorpos, de modo a identificar um
anticorpo desejavel podem influenciar nas propriedades do anticorpo obtido. Por exemplo,
se um anticorpo é usado para ligar um antigeno em solugéo, pode ser desejavel testar a
ligacdo da solugdo. Uma variedade de técnicas diferentes estdo disponiveis para testar a
interagdo entre anticorpos e antigenos para identificar particularmente anticorpos
desejaveis. Tais técnicas incluem ELISAs, ensaios de ligagdo por ressondncia superficial
com plasmon (por exemplo, o ensaio de ligagdo Biacore, Bia-core AB, Uppsala, Suécia),
ensaios em sanduiche (por exemplo, o sistema de pérola paramagnética da IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Mariland), western blots, ensaios de imunoprecipitagéo, e
imunohistoquimica.

Em certos aspectos, a divulgagdo fornece anticorpos que se ligam a um
polipeptideo de ActRIIB solavel. Tais anticorpos podem ser gerados, conforme descrito
acima, usando um polipeptideo de ActRIIB solivel ou fragmento do mesmo como um
antigeno. Anticorpos deste tipo podem ser usados, por exemplo, para detectar polipeptideos
de ActRIIB em amostras biolégicas e/ou para monitorar os niveis de polipeptideo de ActRIIB
soluvel em um individuo. Em certos casos, um anticorpo que se liga especificamente a um
polipeptideo de ActRIIB soluvel pode ser usado para modular a atividade de um polipeptideo
de ActRIIB e/ou um ligante de ActRIIB, desse modo regulando (promovendo ou inibindo) o
crescimento de tecidos, tais como ossos, cartilagens, musculos, gorduras, e neurénios.

5. Ensaios de Triagem

Em certos aspectos, a presente invengéo refere-se ao uso dos polipeptideos de
ActRIIB objeto (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB soltlveis) para identificar compostos
(agentes) que sdo agonistas ou antagonistas dos polipeptideos de ActRIIB. Compostos
identificados através desta triagem podem ser testados em tecidos, tais como ossos,
cartilagens, musculos, gorduras, e/ou neurénios, para avaliar sua capacidade de modular o
crescimento tecidual in vitro. Opcionalmente, estes compostos podem ainda ser testados em
modelos animais para avaliar sua capacidade de modular o crescimento tecidual in vivo.

Existem numerosos métodos para ftriar agentes terapéuticos e modular o
crescimento tecidual alvejando-se os polipeptideos de ActRIIB. Em certas modalidades, a
triagem com alto rendimento de compostos pode ser realizada para identificar agentes que
perturbam os efeitos mediados por ActRIIB no crescimento de ossos, cartilagens, musculos,
gorduras, e/ou neurdnios. Em certas modalidades, o ensaio é realizado para ftriar e
identificar compostos que especificamente inibem ou reduzem a ligagdo de um polipeptideo
de ActRIIB ao seu par de ligagdo, tal como um ligante de ActRIIB (por exemplo, activina,
Nodal, GDF8, GDF11 ou BMP7). Alternativamente, o ensaio pode ser usado para identificar
compostos que realgam a ligagdo de um polipeptideo de ActRIIB a sua proteina de ligagao,

tal como um ligante de ActRIIB. Em uma modalidade adicional, os compostos podem ser
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identificados pela sua capacidade de interagir com um polipeptideo de ActRIIB.

Uma variedade de formatos de ensaio sera suficiente e, na luz da presente
divulgagdo, aqueles que ndo sido expressamente descritos neste relatério, ndo obstante,
serdao compreendidos por uma pessoa de habilidade comum na técnica. Conforme descrito
neste relatério, os compostos de teste (agentes) da invencdo podem ser criados por
qualquer método quimico combinatério. Alternativamente, os compostos objeto podem ser
biomoléculas sintetizadas que ocorrem naturaimente in vivo ou in vitro. Compostos
(agentes) testados quanto a sua capacidade de agir como moduladores de crescimento
tecidual podem ser produzidos, por exemplo, por bactérias, levedura, plantas ou outros
organismos (por exemplo, produtos naturais), produzidos quimicamente (por exemplo,
moléculas pequenas, incluindo peptidomiméticos), ou recombinantemente produzidos.
Compostos de teste considerados pela presente invengéo incluem moléculas organicas de
néo peptidila, peptideos, polipeptideos, peptidomiméticos, aglcares, hormdnios, e moléculas
de acido nucléico. Em uma modalidade especifica, o agente de teste € uma molécula
orgénica pequena tendo um peso molecular de menos do que cerca de 2.000 daltons.

Os compostos de teste da invengao podem ser fornecidos como entidades unicas,
distintas, ou fornecidos em bibliotecas de maior complexidade, tais como aquelas
preparadas por quimica combinatéria. Estas bibliotecas podem compreender, por exemplo,
alcoois, haleto de alquilas, aminas, amidas, ésteres, aldeidos, éteres e outras classes de
compostos organicos. A apresentagdo de compostos de teste ao sistema de teste pode ser
em uma forma isolada ou como misturas de compostos, especialmente em etapas de
triagem iniciais. Opcionalmente, os compostos podem ser opcionalmente derivatizados com
outros compostos e ter grupos derivatizantes que facilitam o isolamento dos compostos.
Exemplos n&o limitantes de grupos derivatizantes incluem biotina, fluoresceina,
digoxigenina, proteina verde fluorescente, isétopos, poliistidina, pérolas magnéticas,
glutationa S-transferase (GST), reticuladores fotoativaveis ou quaisquer combinagbes dos
mesmos.

Em muitos programas de triagem de farmacos que testam bibliotecas de compostos
e extratos naturais, os ensaios de rendimento alto sdo desejaveis de modo a maximizar o
nimero de compostos examinados em um periodo de tempo fornecido. Ensaios que sé&o
realizados em sistemas de célula livre, tal como podem ser derivados com proteinas
purificadas ou semipurificadas, sdo frequentemente preferidos como triagens “priméarias” em
que eles podem ser gerados para permitir desenvolvimento rapido e detecgéao relativamente
facil de uma alteragdo em um alvo molecular que é mediado por um composto de teste.
Além disso, os efeitos da toxicidade ou biodisponibilidade celular do composto de teste
podem ser geraimente ignorados no sistema in vitro, o ensaio ao invés de ser focalizado
primariamente no efeito do farmaco no alvo molecular pode ser manifestado em uma
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alteracao de afinidade de ligagdo entre um polipeptideo de ActRIIB e sua proteina de ligagao
(por exemplo, um ligante de ActRIIB).

Meramente para fins de ilustragdo, em um ensaio de triagem exemplar da presente
invencdo, o composto de interesse € contatado com um polipeptideo de ActRIIB isolado e
purificado, o qual é comumente capaz de se ligar a um ligante de ActRIIB, conforme
apropriado para a intengdo do ensaio. A mistura do composto e polipeptideo de ActRIIB é
depois adicionada uma composicdo contendo um ligante de ActRIIB. A detecgdo e
quantificagdo dos complexos de ActRIIB/ligante de ActRIIB fornecem um meio para
determinar a eficacia do composto na inibigdo (ou potenciagédo) da formagédo do complexo
entre o polipeptideo de ActRIIB e sua proteina de ligagdo. A eficacia do composto pode ser
avaliada gerando-se as curvas de resposta de dose a partir dos dados obtidos usando
varias concentragdes do composto de teste. Além disso, um ensaio controle também pode
ser realizado para fornecer um valor de referéncia para comparag¢ao. Por exemplo, em um
ensaio controle, o ligante de ActRIIB isolado e purificado é adicionado a uma composigéo
contendo o polipeptideo de ActRIIB, e a formagdo do complexo ActRIIB/ligante de ActRIIB é
quantificada na auséncia do composto de teste. No geral, sera entendido que a ordem em
que os reagentes podem ser misturados pode ser variada, e podem ser misturados
simultaneamente. Além disso, no lugar das proteinas purificadas, extratos e lisados
celulares podem ser usados para tornar uma sistema de ensaio de célula livre adequado.

A formacgdo do complexo entre o polipeptideo de ActRIIB e sua proteina de ligagéo
pode ser detectada por uma variedade de técnicas. Por exemplo, a modulagdo da formagéo
de complexos pode ser quantificada usando, por exemplo, proteinas detectavelmente
marcadas, tais como polipeptideo de ActRIIB marcado radioativamente (por exemplo, 32p,
%g, "C ou °H), marcado fluorescentemente (por exemplo, FITC), ou marcado
enzimaticamente ou sua proteina de ligagdo, por imunoensaio, ou por deteccdo
cromatografica.

Em certas modalidades, a presente invengido considera o uso de ensaios de
polarizagio fluorescente e ensaios de transferéncia de energia por ressonancia fluorescente
(FRET) direta ou indiretamente nas medigdes, o grau de interagéo entre um polipeptideo de
ActRIIB e sua proteina de ligagdo. Além disso, outros modos de detecgéo, tais como
aqueles com base em guias de ondas épticas (Publicagdo PCT WO 96/26432 e Pat. U.S. N°®
5.677.196), ressonancia superficial com plasmon (SPR), sensores superficias de carga, e
sensores superficiais de forga, sdo compativeis com muitas modalidades da invengéo.

Além disso, a presente invengdo considera o uso de um ensaio de interagéo “trap”,
também conhecido como o “ensaio duplo-hibrido,” para identificar agentes que interrompem
ou potencializam a interagdo entre um polipeptideo de ActRIIB e sua proteina de ligagéo.
Veja, por exemplo, Pat. U.S. N2 5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell 72: 223-232; Madura et
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al. (1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel et al. (1993) Biotechniques 14:920-924; e
Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696). Em uma modalidade especifica, a presente
invengdo considera o uso de sistemas de duplo-hibrido reverso para identificar compostos
(por exemplo, moléculas pequenas ou peptideos) que dissociam interagées entre um
polipeptideo de ActRIIB e sua proteina de liga¢ao. Veja por exemplo, Vidal e Legrain, (1999)
Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal e Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; e Pat.
U.S. N® 5.525,490; 5.955.280; e 5.965.368.

Em certas modalidades, os compostos objeto sdo identificados pela sua capacidade
de interagir com um polipeptideo de ActRIIB da invencao. A interacdo entre o composto e o
polipeptideo de ActRIIB pode ser covalente ou ndo covalente. Por exemplo, tal interagdo
pode ser identificada no nivel da proteina usando métodos bioquimicos in vitro, incluindo
fotorreticulagao, ligagédo ao ligante marcada radioativamente, e cromatografia de afinidade
(Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). Em certos casos, os compostos
podem ser triados em um ensaio com base no mecanismo, tal como um ensaio para
detectar compostos que se ligam a um polipeptideo de ActRIIB. Isto pode incluir um evento
de ligacao de fase sélida ou fase fluida. Alternativamente, o gene que codifica um
polipeptideo de ActRIIB pode ser transfectado com um sistema repoérter (por exemplo, B-
galactosidase, luciferase, ou proteina verde fluorescente) em uma célula e triado contra a
biblioteca preferivelmente por uma triagem de rendimento alto ou com membros individuais
da biblioteca. Outros ensaios de ligacdo com base no mecanismo podem ser usados, por
exemplo, ensaios de ligacdo que detectam mudancgas na energia livre. Os ensaios de
ligagdo podem ser realizados com o alvo fixado a um pogo, pérola ou chip ou capturado por
um anticorpo imobilizado ou resolvido por eletroforese capilar. Os compostos ligados podem
ser detectados usualmente usando ressonéncia colorimétrica ou fluorescente ou superficial
com plasmon.

Em certos aspectos, a presente invengéo fornece métodos e agentes para estimular
o crescimento muscular e aumentar a massa muscular, por exemplo, antagonizando-se as
fungbes de um polipeptideo de ActRIIB e/ou um ligante de ActRIIB. Portanto, qualquer
composto identificado pode ser testado em células ou tecidos totais, in vitro ou in vivo, para
confirmar sua capacidade de modular o crescimento muscular. Varios métodos conhecidos
na técnica podem ser utilizados para este propésito. Por exemplo, métodos da invengao séo
realizados, tal que a transducio de sinal através de uma proteina de ActRIIB ativada pela
ligagdo a um ligante de ActRIIB (por exemplo, GDF8) foi reduzida ou inibida. Sera
reconhecido que o crescimento do tecido muscular no organismo resultaria em uma massa
muscular aumentada no organismo em comparagdo a massa muscular de um organismo
correspondente (ou populagao de organismos) em que a transdugao de sinal através de

uma proteina de ActRIIB nao tivesse sido efetuada.
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Por exemplo, os efeito dos polipeptideos de ActRIIB ou compostos de teste no
crescimento/proliferagdo da célula muscular podem ser determinados medindo-se a
expressdo génica de Pax-3 e Myf-5 que estd associada a proliferagdo de células
miogénicas, e expressdo génica de MyoD que esta associada a diferenciagdo muscular (por
exemplo, Amthor et al., Dev Biol. 2002, 251: 241-57). E conhecido que GDF8 infrarregula a
expressao génica de Pax-3 e Myf-5, e previne a expressdo génica de MyoD. Espera-se que
os polipeptideos de ActRIIB ou compostos de teste antagonizem esta atividade de GDF8.
Um outro exemplo de ensaios de base celular inclui medir a proliferacdo de mioblastos, tais
como mioblastos C(2)C(12) na preseng¢a dos polipeptideos de ActRIIB ou compostos de
teste (por exemplo, Thomas et al., J Biol Chem. 2000, 275: 40235-43).

A presente invengdo também considera ensaios in vivo para medir a massa e forga
musculares. Por exemplo, Whittemore ef al. (Biochem Biophys Res Commun. 2003,
300:965-71) divuiga um método de medir a massa muscular esquelética aumentada e forga
e preensdo aumentadas em camundongos. Opcionalmente, este método pode ser usado
para determinar os efeitos terapéuticos de compostos de teste (por exemplo, polipeptideos
de ActRIIB) em doengas ou condigdes musculares, por exemplo, aquelas doengas em que a
massa muscular é limitada.

Em certos aspectos, a presente invengio fornece métodos e agentes para modular
(estimular ou inibir) a formagao 6ssea e aumentar a massa 6ssea. Portanto, qualquer
composto identificado pode ser testado em células ou tecidos totais, in vitro ou in vivo, para
confirmar sua capacidade de modular o crescimento de ossos ou cartilagens. Varios
métodos conhecidos na técnica podem ser utilizados para este propdsito.

Por exemplo, o efeito dos polipeptideos de ActRIIB ou compostos de teste sobre o
crescimento de ossos ou cartilagens pode ser determinado medindo-se a indugdo de Msx2
ou a diferenciagdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos em ensaios com base
celular (veja, por exemplo, Daluiski et al., Nat Genet. 2001, 27(1):84-8; Hino et al., Front
Biosci. 2004, 9:1520-9). Um outro exemplo de ensaios de base celular inclui analisar a
atividade osteogénica dos polipeptideos de ActRIIB e compostos de teste objeto no
progenitor mesenquimal e células osteoblasticas. Para fins de ilustragdo, adenovirus
recombinantes expressando um polipeptideo de ActRIIB foram construidos para infectar
células C3H10T1/2 progenitoras mesenquimais pluripotentes, células C2C12 pré-
osteoblasticas, e células TE-85 osteoblasticas. A atividade osteogénica depois &
determinada medindo-se a inducdo de fosfatase alcalina, osteocalcina, e mineralizagéo da
matriz (veja, por exemplo, Cheng et al., J bone Joint Surg Am. 2003, 85-A(8): 15644-52).

A presente invengdo também considera ensaios in vivo para medir o crescimento
de ossos ou cartilagens. Por exemplo, Namkung-Matthai et al., Bone, 28:80-86 (2001)
divulga um modelo osteoporético de rato em que o reparo do osso durante o periodo
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precoce depois da fratura é estudado. Kubo et al., Steroid Biochemistry & Molecular Biology,
68:197-202 (1999) também divulga um modelo osteoporético de rato em que o reparo do
osso durante o periodo tardio depois da fratura é estudado. Estas referéncias s&o
integralmente incorporadas como referéncia neste relatério para sua divulgagdo de modelo
de rato para estudo em fratura 6ssea osteoporética. Em certos aspecios, a presente
invengao faz uso de ensaios de restabelecimento de fratura que sdo conhecidos na técnica.
Estes ensaios incluem técnica de fratura, andlise histologica, e andlise biomecéanica, as
quais sdo descritas, por exemplo, na Pat. US. N? 6.521.750, que €& incorporada
integralmente como referéncia para sua divulgagdo de protocolos experimentais para
causar, assim como medir, a extensio de fraturas, e o processo de reparo.

Em certos aspectos, a presente invencgdo fornece métodos e agentes para controlar
ganho de peso e obesidade. No nivel celular, a proliferagdo e diferenciagdo de adipécito sédo
criticas no desenvolvimento da obesidade, que leva a geragdo de células de gordura
adicionais (adipdcitos). Portanto, qualquer composto identificado pode ser testado em
células ou tecidos totais, in vitro ou in vivo, para confirmar sua capacidade de modular a
adipogénese medindo-se a proliferagdo ou diferenciagdo de adipécito. Varios métodos
conhecidos na técnica podem ser utilizados para este propésito. Por exemplo, o efeito de
um polipeptideo de ActRIIB (por exemplo, um polipeptideo de ActRIIB solavel) ou
compostos de teste sobre a adipogénese pode ser determinado medindo-se a diferenciagao
de pré-adipécitos 3T3-L1 para amadurecer adipécitos em ensaios com base celular, tal
como, observando-se o acumulo de triacilglicerol em vesiculas marcadas com Oil Red O e
pela aparéncia de certos marcadores de adipécito, tais como FABP (aP2/422) e PPARY2.
Veja, por exemplo, Reusch et al, 2000, Mol Cell Biol. 20:1008-20; Deng et al., 2000,
Endocrinology. 141: 2370-6; Bell et al., 2000, Obes Res. 8: 249-54. Um outro exemplo de
ensaios de base celular inclui analisar o papel de polipeptideos de ActRIIB e compostos de
teste na proliferagdo de adipdcitos ou células precursoras de adipécito (por exemplo, células
3T3-L1), tal como, monitorando-se células bromodeoxiuridina (BrdU) positivas. Veja, por
exemplo, Pico et al., 1998, Mol Cell Biochem. 189:1-7; Masuno et al., 2003, Toxicol Sci.
75:314-20.

E entendido que os ensaios de triagem da presente invengdo aplicam-se n&o
apenas aos polipeptideos de ActRIIB e variantes dos polipeptideos de ActRIIB objeto, mas
também a quaisquer compostos de teste incluindo agonistas e antagonista dos
polipeptideos de ActRIIB. Além disso, estes ensaios de triagem sdo Uteis para verificagéo
alvo de farmacos e propédsitos de controle de qualidade.

6. Usos Terapéuticos Exemplares

Em certas modalidades, composigées (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB) da

presente invengdo podem ser usadas para tratar ou prevenir uma doenga ou condigdo que
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esta associada a atividade anormal de um polipeptideo de ActRIIB e/ou um ligante de
ActRIIB (por exemplo, GDF8). Estas doengas, distlrbios ou condi¢cdes sdo geralmente
referidos neste relatério como “condi¢gdes associadas a ActRIIB”. Em certas modalidades, a
presente invengao fornece métodos de tratar ou prevenir um individuo em necessidade dos
mesmos, administrando-se ao individuo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
polipeptideo de ActRIIB conforme descrito acima. Estes métodos sdo particularmente
visados para tratamentos terapéuticos e profilaticos de animais, e mais particularmente,
seres humanos.

Conforme usado neste relatério, um produto terapéutico que “previne” um disttrbio
ou condigdo refere-se a um composto que, em uma amostra estatistica, reduz a ocorréncia
do distidrbio ou condigdo na amostra tratada em relagdo a uma amostra controle nao tratada,
ou atrasa o inicio ou reduz a severidade de um ou mais sintomas do disturbio ou condigdo
em relagdo a amostra controle ndo tratada. O termo “tratamento”, conforme usado neste
relatério, inclui profilaxia da condigdo ou melhora ou eliminagdo da condigdo uma vez que
esta foi estabelecida.

Os complexos de ActRIIB/ligante de ActRIIB desempenham papéis essenciais no
crescimento tecidual, assim como processos de desenvolvimento precoces, tais como a
formagdo correta de varias estruturas ou em uma ou mais capacidades pos-
desenvolvimento incluindo desenvolvimento sexual, produgdo hormonal hipofisaria, e
criagdo de ossos e cartilagens. Assim, as condigdes associadas a ActRIIB incluem
crescimento tecidual anormal e defeitos de desenvolvimento. Além disso, as condigbes
associadas a ActRIIB incluem, mas nao séo limitadas a, disturbios de crescimento e
diferenciagdo celular, tais como inflamagdo, alergia, doengas autoimunes, doengas
infecciosas, e tumores.

As condicdes associadas a ActRIIB exemplares incluem disturbios
neuromusculares (por exemplo, distrofia muscular e atrofia muscular), doenga pulmonar
obstrutiva congestiva (e perda muscular associada a COPD), sindrome de perda muscular,
sarcopenia, caquexia, disturbios do tecido adiposo (por exemplo, obesidade), diabetes tipo
2, e doenga Ossea degenerativa (por exemplo, osteoporose). Outras condigdes associadas a
ActRIIB exemplares incluem disturbios musculodegenerativos e neuromusculares, reparo
tecidual (por exemplo, cura do ferimento), doengas neurodegenerativas (por exemplo,
esclerose lateral amiotréfica), distdrbios imunolégicos (por exemplo, distarbios relacionados
a proliferagdo ou fungdo anormal de linfécitos), e obesidade ou disturbios relacionados a
proliferagdo anormal de adipécitos.

Em certas modalidades, composi¢bes (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB
soluveis) da invengdo sdo usadas como parte de um tratamento para uma distrofia

muscular. O termo “distrofia muscular” refere-se a um grupo de doengas musculares
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degenerativas caracterizadas por enfraquecimento e deterioragdo gradual de musculos
esqueléticos e algumas vezes os musculos cardiacos e respiratérios. As distrofias
musculares sdo disturbios genéticos caracterizados por perda muscular e fragqueza
progressiva que iniciam com mudangas microscopicas no mudsculo. Conforme os musculos
se degeneram com o passar do tempo, ha um declinio na forga muscular da pessoa.
Distrofias musculares exemplares que podem ser tratadas com um regime incluindo os
polipeptideos de ActRIIB objeto incluem: Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), Distrofia
Muscular de Becker (BMD), Distrofia Muscular de Emery-Dreifuss (EDMD), Distrofia
Muscular de Limb-Girdle (LGMD), Distrofia Muscular Facioscapulohumeral (FSH ou FSHD)
(também conhecida como Landouzy-Dejerine), Distrofia Mioténica (MMD) (também
conhecida como Doenga de Steinert), Distrofia Muscular Oculofaringea (OPMD), Distrofia
Muscular Distal (DD), Distrofia Muscular Congénita (CMD).

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) foi primeiro descrita pelo neurologista
Francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne em 1860. A Distrofia Muscular de Becker
(BMD) € nomeada depois pelo médico Alemao Peter Emil Becker, qguem primeiro descreveu
esta variante de DMD em 1950. DMD é uma das doengas hereditarias mais frequentes em
machos, afetando um em 3.500 meninos. DMD ocorre quando o gene da distrofina,
localizado no brago curto do cromossomo X, é quebrado. Visto que machos apenas portam
uma coépia do cromossomo X, eles tém apenas uma cdpia do gene da distrofina. Sem a
proteina distrofina, o musculo é facilmente danificado durante ciclos de contragdo e
relaxacdo. Embora previamente o musculo doente seja compensado por regeneragao, mais
tarde as células progenitoras musculares ndo podem se manter com o avango do dano e o
musculo saudavel é substituido por tecido fibro-adiposo néao funcional.

BMD resulta a partir de mutagdes diferentes no gene da distrofina. Pacientes com
BMD tém aiguma distrofina, porém ela é insuficiente em quantidade ou deficiente em
qualidade. A pouca quantidade de distrofina protege os musculos dos processos de
degeneragdo daqueles com BMD deficiente ou rapidamente, assim como aqueles de
pessoas com DMD.

Por exemplo, pesquisas recentes demonstram que bloquear ou eliminar a fungédo
de GDF8 (um ligante de ActRIIB) in vivo pode eficazmente tratar pelo menos certos
sintomas em pacientes com DMD e BMD. Assim, os polipeptideos de ActRIIB objeto podem
agir como inibidores de GDF8 (antagonistas), e constituem um meio alternativo de bloquear
as fungbes de GDF8 e/ou ActRIIB in vivo em pacientes com DMD e BMD. Este método é
confirmado e sustentado pelos dados mostrados neste relatério, por meio do qual uma
proteina de ActRIIB-Fc mostrou aumentar a massa muscular em um modelo de
camundongo de distrofia muscular.

Similarmente, os polipeptideos de ActRIIB objeto fornecem um meio eficaz para
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aumentar massa muscular em outras condi¢des da doenga que estdo em necessidade de
crescimento muscular. Por exemplo, ALS, também chamada doenga de Lou Gehrig (doenga
do neurbnio motor) é um distdrbio do SNC crénico, incuravel, e irreversivel que ataca os
neurdnios motores, componentes do SNC que conectam o cérebro aos musculos
esqueléticos. Em ALS, os neurdnios motores deterioram e consequentemente morrem, e
ainda que um cérebro de uma pessoa normalmente permaneca funcionando completamente
e ativo, o comando para o movimento nunca atinge os musculos. A maioria das pessoas que
possuem ALS estéd entre 40 e 70 anos de idade. Os primeiros neurbnios motores que
enfraquecem sao aqueles que conduzem os bragos ou pernas. Aqueles com ALS podem ter
locomogéo dificultada, eles podem deixar cair objetos, levar tombos, pronunciar as palavras
com dificuldade, e rir ou chorar incontrolavelmente. Consequentemente, os musculos nos
membros comegam a atrofiar por causa do desuso. Esta fraqueza muscular tornar-se-a
debilitante e uma pessoa necessitara de uma cadeira de rodas ou se tornara incapaz de agir
fora do leito. A maioria dos pacientes com ALS morre de insuficiéncia respiratoria ou de
complicagbes de assisténcia ventilatéria semelhantes a4 pneumonia, 3 a 5 anos a partir do
inicio da doenga. Este método é confirmado e sustentado pelos dados mostrados neste
relatério, por meio do qual uma proteina de ActRIIB-Fc mostrou melhorar a aparéncia,
massa muscular e expectativa de vida de um modelo de camundongo de ALS.

A massa muscular aumentada induzida por polipeptideo de ActRIIB também pode
beneficiar aqueles sofrendo de doengas de perda muscular. Gonzalez-Cadavid et al. (supra)
relatou que a expressdao de GDF8 se correlaciona inversamente com a massa livre de
gordura em seres humanos e que a expressido aumentada do gene GDF8 esta associada a
perda de peso em homens com sindrome consuntiva da AIDS. Inibindo-se a fungdo de
GDF8 em pacientes com AIDS, pelo menos certos sintomas de AIDS podem ser aliviados,
se nao completamente eliminados, assim melhorando significantemente a qualidade de vida
em pacientes com AIDS.

Visto que a perda da fungdo de GDF8 (um ligante de ActRIIB) também esta
associada a perda de gordura sem diminuigdo da ingestdo de nutrientes (Zimmers et al.,
supra; McPherron e Lee, supra), os polipeptideos de ActRIIB objeto podem ser ainda
usados como um agente terapéutico para reduzir ou prevenir o desenvolvimento de
obesidade e diabetes tipo Il. Este método é confirmado e sustentado pelos dados mostrados
neste relatério, por meio do qual uma proteina de ActRIIB-Fc mostrou melhorar o estado
metabdlico em camundongos obesos.

A sindrome da anorexia-caquexia do cancer esta entre os aspectos mais
debilitantes e ameagadores de vida do cancer. A perda de peso progressiva na sindrome de
anorexia-caquexia do cancer € uma caracteristica comum de muitos tipos de cancer e é

responsavel ndo apenas por uma qualidade de vida deficiente e resposta deficiente a



10

15

20

25

30

35

43

quimioterapia, mas também um tempo de sobrevivéncia mais curto do que aquele
encontrado em pacientes com tumores compardveis sem perda de peso. Associada a
anorexia, danificagdo do tecido adiposo e muscular, aflicdo psicolégica, e uma qualidade de
vida inferior, a caquexia surge de uma interagdo complexa entre o cancer e o hospedeiro. E
uma das causas mais comuns de morte entre pacientes com cancer e esta presente em 80
% dos 6bitos. E um exemplo complexo do metabolismo de carboidrato, e gordura, e proteina
efetuando desordem metabdlica. Tumores produzem anormalidades diretas e indiretas,
resultando em anorexia e perda de peso. Correntemente, ndo ha tratamento para controlar
ou reverter o processo. A sindrome da anorexia-caquexia do céncer afeta a produgédo de
citocina, a liberagdo de fatores indutores de protedlise e mobilizadores de lipideo, e as
alteragdes no metabolismo intermediario. Embora a anorexia seja comum, uma entrada de
alimento diminuida sozinha & incapaz de ser responsavel pelas mudangas na composi¢do
corporal observada em pacientes com cancer, e o aumento de ingestdo de nutrientes é
incapaz de reverter a sindrome consuntiva. A caquexia deve ser suspeitada em pacientes
com cancer se uma perda involuntéaria de peso de mais do que cinco por cento do peso pré-
moérbido ocorrer dentro de um periodo de seis meses.

Visto que a superexpresséo sistémica de GDF8 em camundongos adultos induz a
perda de gordura e muscular profunda analoga aquela observada em sindromes de
caquexia humana (Zimmers et al.,, supra), os polipeptideos de ActRIIB objeto como
composi¢gdes farmacéuticas podem ser beneficamente usados para prevenir, tratar, ou
aliviar os sintomas da sindrome de caquexia, onde o crescimento muscular é desejado.

Em outras modalidades, a presente invengdo fornece métodos de induzir a
formagao de ossos e/ou cartilagens, prevenir a perda 6ssea, aumentar a mineralizacéo do
0SSO ou prevenir a desmineralizacdo do osso. Por exemplo, os polipeptideos de ActRIIB e
compostos objeto identificados na presente invengdo tém aplicagdo no tratamento de
osteoporose e a cura de fraturas Osseas e defeitos de cartilagens em seres humanos e
outros animais. Os polipeptideos de ActRIIB podem ser dteis em pacientes que s&o
diagnosticados com baixa densidade 6ssea subclinica, como uma medida protetiva contra o
desenvolvimento de osteoporose.

Em uma modalidade especifica, métodos e composi¢des da presente invengao
podem encontrar utilidade médica na cura de fraturas 6sseas e defeitos de cartilagens em
seres humanos e outros animais. Os métodos e composigdes objeto também podem ter uso
profilatico na redugao de fraturas internas e expostas e também na fixagdo melhorada de
juntas artificiais. De novo, a formagao 6ssea induzida por um agente osteogénico contribui
para o reparo de defeitos craniofaciais congénitos, induzidos por trauma, ou induzidos por
ressegao oncolégica, e também é Gtil em cirurgia plastica cosmética. Além disso, métodos e

composigdes da invengdo podem ser usados no tratamento de doenga periodontal, e em
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outros processos de reparo dental. Em certos casos, os polipeptideos de ActRIIB objeto
podem fornecer um ambiente para atrair células de formacgdo Ossea, estimulam o
crescimento de células de formagéo 6ssea ou induzem a diferenciagéo de progenitores de
células de formagdo 6ssea. Polipeptideos de ActRIIB da invengdo também podem ser Gteis
no tratamento de osteoporose. Além disso, os polipeptideos de ActRIIB podem ser usados
no reparo de defeitos de cartilagens e prevengéo/reversao de osteoartrite.

Em uma outra modalidade especifica, a invengao fornece um método e composigéo
terapéutica para reparar fraturas e outras condigcdes relacionadas aos defeitos de cartilagens
e/ou ossos ou doengas periodontais. A invengdo fornece ainda métodos e composi¢coes
terapéuticas para a cura do ferimento e reparo tecidual. Os tipos de ferimentos incluem, mas
nao sdo limitados a, queimaduras, incisdes e Ulceras. Veja por exemplo, Publicagdo PCT N
WO084/01106. Tais composigdes compreendem uma quantidade terapeuticamente eficaz de
pelo menos um dos polipeptideos de ActRIIB da invengdo em mistura com um veiculo,
portador ou matriz farmaceuticamente aceitavel.

Em uma outra modalidade especifica, métodos e composi¢cdes da invengdo podem
ser aplicados a condigbes que causam perda Ossea, tais como osteoporose,
hiperparatireoidismo, doenga de Cushing, hipertireoidismo, estado de diarréia crénica ou
malabsorgdo, acidose tubular renal, ou anorexia nervosa. Muitas pessoas sabem que
individuos do sexo feminino, tendo um peso corporal baixo, e levando um estilo de vida
sedentario apresentam fatores de risco para osteoporose (perda de densidade mineral
6ssea, levando ao risco de fratura). Entretanto, a osteoporose também pode resultar do uso
a longo prazo de certas medicagdes. A osteoporose que resulta de medicamentos ou uma
outra condigdo médica é conhecida como osteoporose secundaria. Em uma condig&o
conhecida como doenga de Cushing, a quantidade em excesso de cortisol produzida pelo
organismo resulta em osteoporose e fraturas. As medicagdes mais comuns associadas a
osteoporose secundaria sdo os corticosterdides, uma classe de medicamentos que age de
forma semelhante ao cortisol, um horménio produzido naturalmente pelas glandulas
adrenais. Embora niveis adequados de horménios da tiredide (que sdo produzidos pela
glandula tiredide) sejam necessarios para o desenvolvimento do esqueleto, o hormdnio da
tirebide em excesso pode diminuir a massa 6ssea com o passar do tempo. Antiacidos que
contém aluminio podem levar a perda 6ssea quando tomados em doses altas por pessoas
com problemas renais, particularmente aqueles que passam por didlise. Outras medicagoes
que podem causar osteoporose secundaria incluem fenitoina (Dilantin) e barbituratos que
sdo usados para prevenir convulsées; metotrexato (Rheumatrex, Immunex, Folex PFS), um
medicamento para algumas formas de artrite, cancer, e distarbios imunes; ciclosporina
(Sandimmune, Neoral), um medicamento usado para tratar algumas doengas autoimunes e
para suprimir o sistema imune em pacientes com transplante de 6rgdos; agonistas do



10

15

20

25

30

35

45

horménio liberador de hormédnio luteinizante (Lupron, Zoladex), usados para tratar cancer de
préstata e endometriose; heparina (Calciparine, Liquaemin), uma medicag¢do anticoagulante;
e colestiramina (Questran) e colestipol (Colestid), usado para tratar colesterol alto. A doenga
da goma causa perda éssea, pois estas bactérias nocivas na boca forgam o organismo a se
defender contra elas. As bactérias produzem toxinas e enzimas sob a linha de gengiva,
causando uma infecgéo crdnica.

Em uma outra modalidade, a presente inveng¢do fornece métodos e agentes
terapéuticos para tratar doengas ou distlrbios associados ao crescimento 6sseo anormal ou
indesejavel. Por exemplo, pacientes tendo a doenga conhecida como Fibrodisplasia
Ossificante Progressiva (FOP) desenvolvem um “segundo esqueleto” anormal que impede
qualquer movimento. Adicionalmente, o crescimento 6sseo anormal pode ocorrer depois da
cirurgia de reposi¢do da bacia e assim prejudicar o efeito cirurgico. Este € um exemplo mais
comum de crescimento dsseo patolégico e uma situagdo em que os métodos e composigdes
objeto podem ser terapeuticamente uteis. Os mesmos métodos e composigdes também
podem ser Uteis para tratar outras formas de crescimento ésseo anormal (por exemplo,
crescimento patolégico do osso apés trauma, queimaduras ou lesdo da medula espinhal), e
para tratar ou prevenir as condi¢gdes indesejaveis associadas ao crescimento 6sseo anormal
observado em relagdo ao cancer de préstata ou osteossarcoma metastatico. Exemplos
destes agentes terapéuticos incluem, mas nao séo limitados a, polipeptideos de ActRIIB que
antagonizam a fungdo de um ligante de ActRIIB (por exemplo, BMP7), compostos que
interrompem a interagédo entre um ActRIIB e seu ligante (por exemplo, BMP7), e anticorpos
que especificamente se ligam a um receptor ActRIIB tal que um ligante de ActRIIB (por
exemplo, BMP7) nao possa se ligar ao receptor ActRIIB.

Em outras modalidades, a presente invenc¢éo fornece composigdes e métodos para
regular o teor de gordura corporal em um animal e para tratar ou prevenir condi¢cbes
relacionadas a este, e particularmente, condigdes que comprometem a saude relacionadas
a este. De acordo com a presente invengéo, a regulagéo (controle) do peso corporal pode se
referir a reduzir ou aumentar o peso corporal, reduzindo ou aumentando a taxa de ganho de
peso ou reduzindo ou aumentando a taxa de perda de peso, e também inclui manter
ativamente, ou nao significantemente mudar o peso corporal (por exemplo, contra
influéncias externas e internas que podem, de outro modo, aumentar ou diminuir o peso
corporal). Uma modalidade da presente invengdo refere-se a regular o peso corporal
administrando-se um polipeptideo de ActRIIB a um animal (por exemplo, um ser humano)
em necessidade do mesmo.

Em uma modalidade especifica, a presente invengdo refere-se a métodos e
compostos para reduzir o peso corporal e/ou reduzir o ganho de peso em um animal, e mais

particularmente, para tratar ou melhorar a obesidade em pacientes em risco de sofrer ou
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sofrendo de obesidade. Em uma outra modalidade especifica, a presente invengao € dirigida
a métodos e compostos para tratar um animal que € incapaz de ganhar ou reter peso (por
exemplo, um animal com uma sindrome consuntiva). Tais métodos sdo eficazes em
aumentar o peso e/ou massa corporal, ou em reduzir a perda de peso e/ou massa, ou em
melhorar as condigdes associadas ou causadas por peso e/ou massa corporal
indesejavelmente baixo (por exemplo, ndo saudavel).

Outros disturbios, incluindo colesterol alto, que podem ser tratados com proteinas
de ActRIIB séo descritos nos Exemplos.

7. Composigdes Farmacéuticas

Em certas modalidades, compostos (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB) da
presente invengdo sdo formulados com um portador farmaceuticamente aceitavel. Por
exemplo, um polipeptideo de ActRIIB pode ser administrado sozinho ou como um
componente de uma formulacdo farmacéutica (composigdo terapéutica). Os compostos
objeto podem ser formulados para administragdo em qualquer meio conveniente para o uso
na medicina humana ou veterinaria.

Em certas modalidades, o método terapéutico da invencédo inclui administrar a
composicdo topica, sist€mica, ou localmente como um implante ou dispositivo. Quando
administrada, a composigao terapéutica para o uso nesta invengédo &, certamente, em uma
forma fisiologicamente aceitavel, livre de pirogénio. Além disso, a composi¢gdo pode ser
desejavelmente encapsulada ou injetada em uma forma viscosa para liberagdo a um sitio
tecidual alvo (por exemplo, ossos, cartilagens, musculos, gorduras ou neurdnios), por
exemplo, um sitio tendo um dano tecidual. A administragédo tépica pode ser adequada para a
cura do ferimento e reparo tecidual. Agentes terapeuticamente Uteis, exceto os polipeptideos
de ActRIIB que também podem ser opcionalmente incluidos na composi¢cdo, conforme
descrito acima, podem ser alternativa ou adicionalmente administrados simultdnea ou
sequencialmente com os compostos objeto (por exemplo, polipeptideos de ActRIIB) nos
métodos da invengao.

Em certas modalidades, composigbes da presente invengdo podem incluir uma
matriz capaz de liberar um ou mais compostos terapéuticos (por exemplo, polipeptideos de
ActRIIB) a um sitio tecidual alvo, fornecendo uma estrutura para o desenvolvimento tecidual
e idealmente capazes de serem reabsorvidos no corpo. Por exemplo, a matriz pode fornecer
liberagdo lenta dos polipeptideos de ActRIIB. Tais matrizes podem ser formadas de
materiais presentemente no uso para outras aplicagdes médicas implantadas.

A escolha do material da matriz & fundamentada em biocompatibilidade,
biodegradabilidade, propriedades mecéanicas, aparéncia cosmética e propriedades de
interface. A aplicagéo particular das composigdes objeto definird a formulagédo apropriada.

Matrizes potenciais para as composicGes podem ser sulfato de calcio, fosfato tricalcico,
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hidroxiapatita, acido polilactico e polianidridos biodegradaveis e quimicamente definidos.
Outros materiais potenciais sdo biodegradaveis e biologicamente bem definidos, tais como
colageno 6sseo ou dérmico. Outras matrizes sdo compreendidas de componentes das
proteinas puras ou da matriz extracelular. Outras matrizes potenciais n&o séo
biodegradaveis e quimicamente definidas, tais como hidroxiapatita, biovidros, aluminatos, ou
outras cerdmicas sinterizados. Matrizes podem ser compreendidas de combinagbes de
qualquer um dos tipos de material mencionados acima, tais como acido polilactico e
hidroxiapatita ou colageno e fosfato tricalcico. As biocerdmicas podem ser alteradas em
composi¢ao, tal como em calcio-aluminato-fosfato e processamento para alterar o tamanho
do poro, tamanho de particula, forma da particula, e biodegradabilidade.

Em certas modalidades, métodos da invengdo podem ser administrados oralmente,
por exemplo, na forma de capsulas, héstias, pilulas, tabletes, pastilhas expectorantes
(usando uma base flavorizada, usualmente sacarose e acacia ou tragacanto), pos, granulos,
ou como uma solugdo ou uma suspensdo em um liquido aquoso ou nao aquoso, ou como
uma emulsao liquida 6leo em agua ou agua em 6leo, ou como um elixir ou xarope, ou como
pastilhas (usando uma base inerte, tal como gelatina e glicerina, ou sacarose e acacia) e/ou
como colutérios e semelhantes, cada um contendo uma quantidade pré-determinada de um
agente como um ingrediente ativo. Um agente também pode ser administrado como um
bolo, eletuario ou pasta.

Nas formas de dosagem sélida para administragdo oral (cépsulas, tabletes, pilulas,
drageas, pés, granulos, e semelhantes), um ou mais compostos terapéuticos da presente
invencdo podem ser misturados com um ou mais portadores farmaceuticamente aceitaveis,
tais como citrato de sédio ou fosfato dicalcico, e/ou qualquer um dos seguintes: (1)
enchedores ou expansores, tais como amidos, lactose, sacarose, glicose, manitol, e/ou
acido silicico; (2) aglutinantes, tais como, por exemplo, carboximetilcelulose, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarose, e/ou acécia; (3) amaciantes, tais como glicerol; (4)
agentes desintegrantes, tais como agar-agar, carbonato de calcio, amido de batata ou
tapioca, acido alginico, certos silicatos, e carbonato de sddio; (5) agentes retardadores de
solugdo, tais como parafina; (6) aceleradores de absorgéo, tais como compostos de aménio
quaternario; (7) agentes umectantes, tais como, por exemplo, é&lcool cetilico e
monoestearato de glicerol; (8) absorventes, tais como argila caulim e bentonita; (9)
lubrificantes, tais como talco, estearato de céicio, estearato de magnésio, polietilenoglicéis
sélidos, lauril sulfato de sédio, e misturas dos mesmos; e (10) agentes corantes. No caso de
capsulas, tabletes e pilulas, as composi¢gbes farmacéuticas também podem compreender
agentes tamponantes. Composigdes solidas de um tipo similar também podem ser utilizadas
como enchedores em capsulas de gelatina com enchimento mole ou duro usando tais

excipientes como lactose ou acgucares do leite, assim como polietilenoglicéis de peso
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molecular alto e semelhantes.

Formas de dosagem liquidas para administragdo oral incluem emulsdes,
microemulsées, solugdes, suspensdes, xaropes, € elixires farmaceuticamente aceitaveis.
Além do ingrediente ativo, as formas de dosagem liquidas podem conter diluentes inertes
comumente usados na técnica, tais como agua ou outros solventes, agentes solubilizantes e
emulsificadores, tais como alcool etilico, alcool isopropilico, carbonato de etila, acetato de
etila, alcool benzilico, benzoato de benzila, propilenogilcol, 1,3-butilenogilcol, 6leos (em
particular, 6leos de carogo de algoddo, amendoim, milho, germe, oliva, mamona, e
gergelim), glicerol, alcool tetraidrofurilico, polietilenoglicéis e ésteres de acido graxo de
sorbitano, e misturas dos mesmos. Além de diluentes inertes, as composig¢des orais também
podem incluir adjuvantes, tais como agentes umectantes, agentes emulsificantes e de
suspensao, agentes adogante, flavorizantes, corantes, aromatizantes, e preservantes.

Suspensoes, além dos compostos ativos, podem conter agentes de suspenséo, tais
como alcoois isostearilicos etoxilados, polioxietileno sorbitol, e ésteres de sorbitano, celulose
microcristalina, metaidréxido de aluminio, bentonita, Agar-agar e tragacanto, e misturas dos
mesmos.

Certas composigbes divulgadas neste relatorio podem ser topicamente
administradas, na pele ou nas membranas mucosas. As formulagdes todpicas podem incluir
ainda uma ampla variedade de agentes eficazes como realgadores de penetragéo na pele
ou na camada cérnea. Exemplos destes sdo 2-pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona,
dimetilacetamida, dimetilformamida, propilenogilcol, alcool metilico ou isopropilico, sulféxido
de dimetila, e azona. Agentes adicionais podem ser ainda incluidos para tornar a formulagéao
cosmeticamente aceitdvel. Exemplos destes sdo gorduras, ceras, ©6leos, corantes,
fragrancias, preservantes, estabilizadores, e agentes ativos de superficie. Agentes
ceratoliticos, tais como aqueles conhecidos na técnica também podem ser incluidos.
Exemplos séo acido salicilico e enxofre.

Formas de dosagem para a administragdo tépica ou transdérmica incluem pés,
pulverizagdes, unguentos, pastas, cremes, logdes, géis, solugbes, emplastros, e inaladores.
O composto ativo pode ser misturado sob condigbes estéreis com um portador
farmaceuticamente aceitavel, e com quaisquer preservantes, tampdes, ou propelentes que
podem ser necessarios. Os unguentos, pastas, cremes e géis podem conter, além de um
composto objeto da invengdo (por exemplo, um polipeptideo de ActRIIB), excipientes, tais
como gorduras animais e vegetais, 6leos, ceras, parafinas, amido, tragacanto, derivados de
celulose, polietilenoglicéis, silicones, bentonitas, acido silicico, talco e 6xido de zinco, ou
misturas dos mesmos.

Pdés e pulverizagdes podem conter, além de um composto objeto, excipientes tais
como lactose, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio, e pd de
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poliamida, ou misturas destas substancias. Pulverizagbes podem adicionalmente conter
propelentes convencionais, tais como clorofluoroidrocarbonetos e hidrocarbonetos néo
substituidos volateis, tais como butano e propano.

Em certas modalidades, composigdes farmacéuticas adequadas para administracao
parenteral podem compreender um ou mais polipeptideos de ActRIIB em combinagéo com
uma ou mais solugdes, dispersbes, suspensdes ou emulsdes aquosas ou ndo aquosas,
isotdnicas, estéreis farmaceuticamente aceitaveis, ou poés estéreis que podem ser
reconstituidos em solugdes ou dispersdes injetaveis estéreis exatamente antes do uso, que
podem conter antioxidantes, tampdes, bacteriostaticos, solutos que tornam a formulagéo
isotbnica com o sangue do recipiente intencionado ou agentes de suspensdo ou
espessantes. Exemplos de portadores aquosos e ndo aquosos adequados que podem ser
utilizados nas composigées farmacéuticas da invengdo incluem agua, etanol, polidis (tais
como glicerol, propilenogilcol, polietilenoglicol, e semelhantes), e misturas adequadas dos
mesmos, 6leos vegetais, tais como dleo de oliva, e ésteres organicos injetaveis, tais como
oleato de etila. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de materiais de
revestimento, tais como lecitina, pela manutengdo do tamanho de particula necessaria no
caso de dispersodes, e pelo uso de tensoativos.

As composigbes da invengdo também podem conter adjuvantes, tais como
preservantes, agentes umectantes, agente emulsificadores e agentes dispersantes. A
prevengdo da agdo de microorganismos pode ser garantida pela inclusdo de varios agentes
antibacterianos e antifingicos, por exemplo, parabeno, clorobutanol, acido sérbico fenol, e
semelhantes. Também pode ser desejavel incluir agentes isotdnicos, tais como acucares,
cloreto de sédio, e semelhantes nas composi¢des. Além disso, a absorgdo prolongada da
forma farmacéutica injetavel pode ser realizada pela inclusdo de agentes que retardam a
absorgao, tais como monoestearato de aluminio e gelatina.

E entendido que o regime de dosagem sera determinado pelo médico atendente
considerando varios fatores que modificam a agido dos compostos objeto da invengédo (por
exemplo, polipeptideos de ActRIIB). Os varios fatores dependerdo da doenga a ser tratada.
No caso de disturbios musculares, fatores podem incluir, mas nao sao limitados a,
quantidade de massa muscular desejada a ser formada, os musculos mais afetados pela
doenga, a condigdo do musculo deteriorado, a idade, sexo, e dieta do paciente, tempo de
administragdo, e outros fatores clinicos. A adigdo de outros fatores de crescimento
conhecidos & composigao final, também pode afetar a dosagem. O progresso pode ser
monitorado por avaliagdo periddica do crescimento e/ou reparo muscular, por exemplo,
testando-se a forga, avaliagdo do MRI do tamanho do musculo e andlise de bidpsias do
musculo.

Em certas modalidades da invengdo, um ou mais polipeptideos de ActRIIB podem
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ser administrados, juntos (simultaneamente) ou em tempos diferentes (sequencialmente ou
sobrepostos). Além disso, polipeptideos de ActRIIB podem ser administrados com um outro
tipo de agentes terapéuticos, por exemplo, um agente indutor de cartilagem, um agente
indutor de osso, um agente indutor de musculo, um agente redutor de gordura ou indutor de
neurdnio. Os dois tipos de compostos podem ser administrados simultaneamente ou em
tempos diferentes. Espera-se que os polipeptideos de ActRIIB da invengiao possam agir em
conjunto ou sinergisticamente com um outro agente terapéutico.

Em um exemplo especifico, uma variedade de fatores osteogénicos, indutores de
cartilagem e indutores de osso foi descrita, particularmente bisfosfonatos. Veja por exemplo,
Pedido de Patente Europeu N* 148.155 e 169.016. Por exemplo, outros fatores que podem
ser combinados com os polipeptideos de ActRIIB objeto incluem varios fatores de
crescimento, tais como fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF), fatores de crescimento de transformacédo (TGF-a e TGF-B), e
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF).

Em certas modalidades, a presente invengao também fornece terapia genética para
a producéo in vivo de polipeptideos de ActRIIB. Tal terapia obteria seu efeito terapéutico por
introducéo das sequéncias polinucleotidicas de ActRIIB em células ou tecidos tendo os
distarbios conforme listados acima. A liberagdo de sequéncias polinucleotidicas de ActRIIB
pode ser obtida usando um vetor de expressdo recombinante, tal como um virus quimérico
ou um sistema de dispersdo coloidal. O uso de lipossomas alvejados para liberagao
terapéutica de sequéncias polinucleotidicas de ActRIIB é preferido.

Varios vetores virais que podem ser utilizados para terapia genética, conforme
ensinado neste relatério, incluem adenovirus, virus herpes, variola, ou, preferivelmente, um
virus RNA tal como um retrovirus. Preferivelmente, o vetor retroviral € um derivado de um
retrovirus murino ou aviario. Exemplos de vetores retrovirais em que um unico gene
estranho pode ser inserido incluem, mas néo sao limitados a: virus da leucemia murina de
Moloney (MoMuLV), virus do sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus do tumor mamario
murino (MuMTYV), e Virus do Sarcoma de Rous (RSV). Varios vetores retrovirais adicionais
podem incorporar genes multiplos. Todos estes vetores podem transferir ou incorporar um
gene para um marcador selecionavel de modo que as céiulas transduzidas podem ser
identificadas e geradas. Vetores retrovirais podem ser preparados especificos ao alvo
ligando-se, por exemplo, um agtcar, um glicolipideo, ou uma proteina. O alvejamento
preferido é realizado usando-se um anticorpo. Aqueles habilitados na técnica reconhecerao
que sequéncias polinucleotidicas especificas podem ser inseridas no genoma retroviral ou
ligadas a um envelope viral para permitir liberagdo especifica do alvo do vetor retroviral
contendo o polinucleotideo de ActRIIB. Em uma modalidade preferida, o vetor é alvejado em

células/tecidos de ossos, cartilagens, musculos ou neurénios.
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Alternativamente, células de cultura de tecidos podem ser diretamente
transfectadas com plasmideos que codificam os genes gag, pol e env de estrutura retroviral,
por transfecgdo de fosfato de calcio convencional. Estas células depois sédo transfectadas
com o plasmideo vetor contendo os genes de interesse. As células resultantes liberam o
vetor retroviral no meio de cultura.

Um outro sistema de liberagdo alvejado para polinucleotideos de ActRIIB é um
sistema de dispersdo coloidal. Sistemas de dispersdo coloidal incluem complexos de
macromolécula, nanocapsulas, microesferas, pérolas, e sistemas com base em lipideo
incluindo emulsdes 6leo em agua, micelas, micelas mistas, e lipossomas. O sistema coloidal
preferido desta invengdo € um lipossoma. Os lipossomas sdo vesiculas de membrana
artificial que sdo uteis como veiculos de liberagéo in vitro e in vivo. RNA, DNA e virions
intactos podem ser encapsulados no interior aquoso e ser liberados em células em uma
forma biologicamente ativa (veja, por exemplo, Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77,
1981). Métodos para transferéncia genética eficaz usando um veiculo lipossoma, séo
conhecidos na técnica, veja, por exemplo, Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988. A
composigdo do lipossoma & usualmente uma combinagdo de fosfolipideos, usualmente em
combinagdo com esterbides, especialmente colesterol. Outros fosfolipideos ou outros
lipideos também podem ser usados. As caracteristicas fisicas de lipossomas dependem do
pH, forga ibnica, e a presenga de cations divalentes.

Exemplos de lipideos uteis na producdo de lipossoma incluem compostos
fosfatidila, tais como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
esfingolipideos, cerebrosideos, e gangliosideos. Fosfolipideos ilustrativos incluem
fosfatidilcolina de ovo, dipalmitoilfosfatidilcolina, e distearoilfosfatidilcolina. O alvejamento de
lipossomas também é possivel com base, por exemplo, na especificidade do érgéao,
especificidade da célula, e especificidade da organela e & conhecido na técnica.

EXEMPLIFICACAO

No geral, a invengdo presentemente descrita seréa mais facilmente entendida por
referéncia aos exemplos seguintes, que sdo meramente incluidos para propdsitos de
ilustragdo de certas modalidades da presente invengéo, e ndo sao intencionados a limitar a
invengao.

Exemplo 1. Geragao de uma proteina de fusio de ActRlIb-Fc.

Os requerentes construiram uma proteina de fusdo de ActRllb soluvel que tem o
dominio extracelular de ActRIlb humano fundido a um dominio Fc humano ou de
camundongo com um ligador minimo (trés aminoacidos glicina) entre eles. Os constructos
sao referidos como ActRIIb-hFc e ActRIlb-mFc, respectivamente. ActRIlb-hFc € mostrado

abaixo como purificado a partir de linhagens celulares de CHO (SEQ ID NO: 5)
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GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGC
WLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTG

GGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPVPIEKTIS

PREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSD NGOP {IT
YLDSDGSFFLYSKIL, W NVF, KSLSLSPGK

As proteinas de ActRllb-hFc e ActRIilb-mFc foram expressadas em linhagens
celulares de CHO. Trés sequéncias lideres diferentes foram consideradas:

(i)Melitina de abelha (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 7)

(ihAtivador do Plasminogénio Tecidual (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP
(SEQID NO: 8)

(iii)Nativo: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 9).

A forma selecionada utiliza o TPA lider e tem a sequéncia de aminoacidos né&o
processada seguinte:
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEG

EQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNF
..J....:l ENE AN

CNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTC JLGGPSVFLFPPKPKDTILMIS
RTPEVTICVVVDV EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
DWILNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLP VK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVEDSDGSFFLYSKI TVDKSRWQOGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSISLSPGK

Este polipeptideo é codificado pela sequéncia de acido nucléico seguinte (SEQ ID
NO: 10):

A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGUTGETG TGUTGCTGOT GTGTGGAGCA GTCTICGTIT

COCCCACCoC
ACTGGGAGCT
AGCGGCTGCA
AGGGCTGOCTG
AGAACCCCCA
ATTTGCCAGA
GTGGTGGARC
TCITeCTeTT
CATECETGAET
ACGGCCTGGA
ACCGTGTGGT
AGTGCAAGGT
ARGGGCAGCC
AGAACCAGGT
AGTGGGAGAG
CCGACEGCTC

CTCTBCCCGET
GGAGCGCACC
CTGCTALCGCC
GCTAGATGAC
GGTGTACTTC
GGCTGOGGET
TCACACATGC
CCCCCCAARMA
GETGGACGTS
GOGTGCATAART
CAGCGTCCTC
CTCCAACAARA
CCGAGAACCA
CAGCCTGACC
CAATGGGCAG
CTTCTTCCTC

GGGGAGECTG
ARCCAGAGCE
TCCTGECECA
TTCAACTGCT
TGCTGCTGTE
CCGGAAGTCA
CCACOGTGCC
CCCAAGGACK
AGCCACGAAG
GCCAAGACAA
ACCATOCTGC
GCCCTCCCAG
CAGGTGTACA
TGCCTGGTCA
CCGGAGAACA
TATAGCAAGC

AGACACGGGA
GCOTEGAGCE
ACARQCTCTGE
ACGATAGGCA
AAGGCAACTT
CGTACGAGCC
CAGCACCTGA
CCCTCATGAT
ACCCTGAGGT
AGCCGCGGGA
ACCAGGALCTS
TCOCCATCGA
CCorTeCccec
ARGGCTTCTA
ACTACAAGAC
TCACCGTGGA

GTGCATCTAC
CTGCGARGGC
CACCATCGAG
GGAGTGTGTG
CTGCAACGAG
ACCCCCGACA
ACTCCTGGGE
CTCCOCGGACC
CARGTTCAAC
GGAGCAGTAC
GCTGAATGGEC
GAAAACCATC
ATCCCOGGAG
TCCCAGOGAC
CACGCCTCCC
CAAGAGCAGG

TACALCGCCA
GAGCAGGACA
CTCCTGAAGA
GCCACTGAGG
COOTTCACTC
GCCCCCACCT
GGACCGYTCAG
CCTGAGGTCA
TGGTACGTGS
AACAGCACGT
ARAGGAGTACA
TCCRAAGCCA
GAGCATGACCA
RTICCCCCTGG
GTGCTGGACT
TGGCAGTAGG

GEAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA
GCCTCTCCCT GTCTCCGGET ARATGA

O sequenciamento N-terminal do material produzido pela célula de CHO revelou
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uma sequéncia principal de -GRGEAE (SEQ ID NO: 11). Notavelmente, outros constructos
relatados na literatura iniciam com uma sequéncia -SGR....

A purificagdo pode ser obtida por uma série de etapas de cromatografia em coluna,
incluindo, por exemplo, trés ou mais entre as seguintes, em qualquer ordem: cromatografia
da proteina A, cromatografia em sefarose Q, cromatografia em fenilsefarose, cromatografia
de exclusdo por tamanho, e cromatografia de troca catidnica. A purificagdo pode ser
concluida com filtragao viral e troca de tampao.

As proteinas de fusdo de ActRllb-Fc também foram expressadas em células
HEK293 e células COS. Embora o material a partir de todas as linhagens celulares e
condigbes de cultura razoaveis tenha fornecido proteina com atividade de construgdo
muscular in vivo, a variabilidade na poténcia foi observada, possivelmente se relacionando a
selegdo de linhagem celular e/ou condigdes de cultura.

Exemplo 2: Geragdo de Mutantes de ActRlIIb-Fc

Os requerentes geraram uma série de mutagbes no dominio extracelular de ActRIIB
e produziram estas proteinas mutantes como proteinas de fusdo sollveis entre ActRIIB
extracelular e um dominio Fc. A fusdo de ActRIIB-Fc base tem a sequéncia (porg¢éo Fc
sublinhada) (SEQ ID NO: 12):
SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKG
CWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNBR}‘“!‘HLPEAGGPEVTYEPPPTAPT

VDGVEVHN REEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLN YKCKVSNKALPVPIEKTI
SKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTP

PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW CSVMHEAT HNHYTOKS

Varias mutagdes, incluindo truncamentos N- e C-terminal, foram introduzidas na
proteina de ActRIIB-Fc base. Com respeito aos dados apresentados no Exemplo 1, espera-
se que estes constructos, se expressados com um TPA lider, estejam desprovidos da serina
N-terminal. Mutagdes foram geradas no dominio extracelular de ActRIIB por mutagénese por
PCR. Depois da PCR, os fragmentos foram purificados através de uma coluna Qiagen,
digeridos com Sfol e Agel e gel purificado. Estes fragmentos foram ligados no vetor de
expresséo pAlD4 (veja WO 2006/012627) tal que sob ligagdo, este criou a fusdo de quimera
com IgG1 humana. Sob a transformagao em E. coli DH5 alfa, colénias foram selecionadas e
DNAs foram isolados. Para constructos murinos (mFc), uma IgG2a murina foi substituida no
lugar da IgG1 humana. Todos os mutantes AU apresentaram sequéncia verificada.

Todos os mutantes foram produzidos em células HEK293T por transfecgéo
temporaria. Em resumo, em um rotor de 500 ml, células HEK293T foram estabelecidas em 6
x 10° células/ml em meio Freestyle (Invitrogen) em volume de 250 ml e cultivadas durante a

noite. No dia seguinte, estas células foram tratadas com complexo de DNA:PEI (1:1) em
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concentragdo de DNA final de 0,5 ug/ml. Depois de 4 h, um meio de 250 ml foi adicionado e
as céluias foram cultivadas durante 7 dias. O meio condicionado foi colhido extraindo-se as
células por centrifugagdo e concentrado.

Os mutantes foram purificados usando uma variedade de técnicas, incluindo, por
exemplo, coluna da proteina A e eluidos com tampao glicina com baixo pH (3,0). Depois da
neutralizagao, estes foram dialisados contra PBS.

Mutantes também foram produzidos em células de CHO por metodologia similar.

Mutantes foram testados em ensaios e/ou bioensaios de ligagdo descritos abaixo.
Em alguns exemplos, os ensaios foram realizados com meio condicionado ao invés de
proteinas purificadas.

Exemplo 2. Bioensaio para sinalizagdo mediada por GDF-11 e Activina.

Um Ensaio de Gene Repérter A-204 foi usado para avaliar os efeitos de proteinas
de ActRIIB-Fc na sinalizagago por GDF-11 e Activina A. Linhagem celular:
Rabdomiossarcoma Humano (derivado do musculo). Vetor Repérier: pGL3(CAGA)12
(Descrito em Dennler et al, 1998, EMBO 17: 3091-3100.) Veja Figura 5. O motivo CAGA12
esta presente em genes responsivos a TGF-Beta (gene PAI-1), assim, este vetor é de uso
geral para sinalizagao de fatores através de Smad2 e 3.

Dia 1: Dividir as células A-204 em placa de 48 pogos.

Dia 2: Células A-204 transfectadas com 10 ug de pGL3(CAGA)12 ou pGL3(CAGA)
12(10 ug)+ pRLCMV (1 ug) e Fugene.

Dia 3: Adicionar fatores (diluidos em meio + BSA 0,1 %). Os inibidores precisam ser
pré-incubados com Fatores durante 1 h antes da adigdo as células. 6 h mais tarde, células
enxaguadas com PBS, e células lisadas.

Este procedimento é seguido por um ensaio de Luciferase. Na auséncia de
quaisquer inibidores, Activina A mostrou a estimulagdo, 10 vezes, da expressdo do gene
repérter e uma EDsg de ~ 2 ng/ml. GDF-11: estimulagéo, 16 vezes, ED50: ~ 1,5 ng/mil.

ActRIIB(R64, 20 a 134) é um inibidor potente da atividade de activina, GDF-8 e
GDF-11 neste ensaio. Variantes também foram testadas neste ensaio.

Exemplo 3. Inibigdo de GDF-11 de Truncamentos no N-terminal e C-terminal

Truncamentos no N-terminal € C-terminal da porgao ActRIIB, ActRIIB-Fc (R64, 20 a
134) foram gerados e testados quanto a atividade como inibidores de GDF-11 e activina. As
atividades sdo mostradas abaixo (conforme medidas em meio condicionado):

Truncamentos de ActRIIb-hFc no C-terminal:

ICs0 (Nn@/mL)
GDF-11 | Activina
ActRIIb-hFc (R64, 20 a 134) | 45 22
ActRIIb-hFc (R64, 20 a 132) | 87 32
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ActRIlb-hFc (R64, 20 a 131) | 120 44
ActRIIb-hFc (R64, 20 a 128) | 130 158

Conforme pode ser observado, truncamentos de trés (terminando com ...PPT), seis
(terminando com ...YEP) ou mais aminoéacidos no C-terminal causam trés vezes ou mais a
diminui¢cdo na atividade da molécula. O truncamento dos aminoacidos de final 15 da porgéo
ActRIIB causa uma perda maior de atividade (veja WO 2006/012627).

Truncamentos no terminal amino foram preparados na base de uma proteina de
ActRllIb-hFc (R64 20 a 131). As atividades sdo mostradas abaixo (conforme medidas em
meio condicionado):

Truncamentos de ActRllIb-hFc no N-terminal:

ICsp (ng/mL)

GDF-11 | Activina
ActRIIb-hFc (R64, 20 a 131) (GRG... ) | 183 201
ActRlIIb-hFc (R64, 21 a 131) (RGE...) | 121 325
ActRIlIb-hFc (R64, 22 a 131) (GEA... ) | 71 100
ActRIlb-hFc (R64, 23 a 131) (EAE... ) | 60 43
ActRIIb-hFc (R64, 24 a 131) (AET... ) | 69 105

Consequentemente, truncamentos de dois, trés ou quatro aminoacidos a partir do
N-terminal levam a produgdo de uma proteina mais ativa do que as versdes com um
dominio extracelular de comprimento total. Experimentos adicionais mostram que um
truncamento de cinco aminoacidos, ActRIlb-hFc (R64, 25 a 131) tem atividade equivalente a
forma nao truncada, e delegdes adicionais no N-terminal continuam a degradar a atividade
da proteina. Portanto, constructos ideais terdo um C-terminal terminando entre o aminoacido
133 a 134 da SEQ ID NO: 4 e um N-terminal iniciando nos aminoacidos 22 a 24 da SEQ ID
NO: 4. Um N-terminal correspondente aos aminoacidos 21 ou 25 fornecera atividade que é
similar ao constructo de ActRIIb-hFc (R64, 20 a 134).

Exemplo 4. Variantes de ActRIIb-Fc, Atividade com Base Celular.

A atividade das proteinas de ActR!IB-Fc foi testada em um ensaio com base celular,
conforme descrito acima. Os resultados sdo resumidos na Tabela 1, abaixo. Algumas
variantes foram testadas em constructos de truncamento no C-terminal diferentes. Conforme
debatido acima, truncamentos de cinco ou quinze aminoacidos causam a reducdo na
atividade. Notavelmente, as variantes de L79D e L79E mostraram perda substancial de
ligagdo de activina retendo a inibigao do tipo selvagem de GDF-11.

Ligagao de ActRIIB-Fc Solavel a GDFIl e Activina A:
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Variagbes de | Porgdo de ActRIIB (corresponde | Atividade de | Atividade de
ActRIIB-Fc aos aminoacidos da SEQ ID NO: | Inibigao de | Inibigdo de
4) GDF11 Activina
64R 20a 134 +++ +++
(aprox. K, 108 M) | (aprox. K; 108 M)
64R 20a 134 + +
(aprox. K;10® M) | (aprox. K;10® M)
64R 20 a 129 +++ ++++
64R K74A 20a 134 +++ ++++
64RA 24N 20a 134 +++ +++
64R A24N 20 a 119 ++ ++
64R A24N | 20 a 119 + +
K74A
R64 L79P 20 a 134 + +
R64 L79P | 20 a 134 +++ +
K74A
R64 L79D 20a 134 +++ +
R64 L79E 20 a 134 +++ +
R64K 20a 134 +++ +++
R64K 20a 119 +++ +++
R64 P129S | 20 a 134 +++ +++
P130A
R64N 20a 134 + +

+ Atividade deficiente (aproximadamente K; 1 x 10

°)

++ Atividade moderada (aproximadamente K; 1 x 107)

+++ Atividade satisfatoria (tipo selvagem) (aproximadamente K, 1 x 107°)

++++ Maior do que a atividade do tipo selvagem

Diversas variantes foram avaliadas quanto a meia vida do soro em

>

ratos.

ActRIIB(R64 20 a 134)-Fc tem uma meia vida do soro de aproximadamente 70 horas.
ActRIIB(R64 A24N 20 a 134)-Fc tem uma meia vida do soro de aproximadamente 100 a 150
horas. A variante de A24N tem atividade no ensaio de base celular (acima) e ensaios in vivo
(abaixo) que séao equivalentes a molécula do tipo selvagem. Ligada a meia vida mais longa,

isto significa que com o passar do tempo, uma variante de A24N fornecera maior efeito por

unidade de proteina do que a molécula do tipo selvagem.

Notavelmente, a introdugdo de aminoacidos acidos (acido aspartico ou glutamico)

na posigdo 79 diminuiu seletivamente a ligagdo de activina retendo a ligagdo de
GDF11/GDF8. Conforme debatido abaixo, as proteinas de ActRIIB-Fc do tipo selvagem
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parecem ter efeitos em tecidos, a ndo ser no musculo, alguns dos quais podem ser
indesejaveis. Conforme divulgado neste relatério, espera-se que estes efeitos se relacionem
aos varios ligantes diferentes que s&do ligados e inibidos por ActRIIB-Fc, incluindo,
possivelmente, activina. Dados iniciais indicam que, em camundongos, as variantes de L79E
e L79D reduziram os efeitos em tecidos, a ndo ser no musculo, retendo seus efeitos no
musculo. Embora as variagdes deste tipo possam ser vistas como variantes de ActRIIB,
deve ser observado que estas proteinas funcionam verdadeiramente como receptores de
activina, e assim o nome “ActRIIB” é apropriado apenas como um indicador da derivagao
destes polipeptideos. Embora os residuos acidos na posigdo 79 diminuam a ligagdo de
activina retendo a ligagdo de GDF11, outras alteragdes nesta posigdo ndo tém este efeito.
Uma mudanga de L79A aumenta a ligagdo de activina em relagéo a ligagao de GDF11. Uma
mudanga de L79P diminui tanto a ligag&éo de activina quanto de GDF11.

Exemplo 5. Ligagdo de GDF-11 e Activina A.

A ligagao de certas proteinas de ActRIIB-Fc aos ligantes foi testada em um ensaio
BiaCore™.

As variantes de ActRIIB-Fc ou proteina do tipo selvagem foram capturadas no
sistema usando um anticorpo anti-hFc. Os ligantes foram injetados e fluiram sobre as
proteinas receptoras capturadas. Os resultados sdo resumidos nas tabelas abaixo.

Variantes de |IB com especificidade de ligagao ao ligante.

GDF11
Proteina Kon (1/Ms) | Koff (1/s) | KD(M)
ActRIB-hFc (R64 20 a 134) 1,34e-6 1,13e-4 | 8,42e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20 a 134) 1,21e-6 6,35e-5 | 5,19e-ll
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20 a 134) 6,7e-5 4,39e-4 | 6,55e-10
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20 a 134) 3,8e-5 2,74e-4 | 7,16e-10
ActRIIB-hFc (R64K 20 a 134) 6,77e-5 2,41e-5 | 3,56e-11
GDF8
Proteina Kon (1/Ms) | Koff (1/s) | KD(M)
ActRIIB-hFc (R64 20 a 134) 3,69e-5 3,45e-5 | 9,35e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20 a 134)
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20 a 134) 3,85e-5 8,3e-4 2,15e-9
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20 a 134) 3,74e-5 9e-4 2,41e-9
ActRIIB-hFc (R64K 20 a 134) 2,25e-5 4,71e-5 | 2,1e-10
ActRIIB-hFc (R64K 20 a 129) 9,74e-4 2,09e-4 | 2,15e-9
ActRIIB-hFc (R64, P129S, P130R 20 a 134) | 1,08e-5 1,8e-4 1,67e-9
ActRIIB-hFc (R64, K74A 20 a 134) 2,8e-5 2,03e-5 | 7,18e-11
Activina A
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Proteina Kon (1/Ms) | Koff (1/s) | KD(M)
ActRIIB-hFc (R64 20 a 134) 5,94e6 1,59e-4 | 2,68e-11
ActRIIB-hFc (R64, A24N 20 a 134) 3,34e6 3,46e-4 | 1,04e-10
ActRIIB-hFc (R64, L79D 20 a 134) Pouca ligagao
ActRIIB-hFc (R64, L79E 20 a 134) Pouca ligagéo
ActRIIB-hFc (R64K 20 a 134) 6,82e6 3,25e-4 | 4,76e-11
ActRIIB-hFc (R64K 20 a 129) 7,46e6 6,28¢-4 | 8,41e-11
ActRIIB-hFc (R64, P129S, P130R 20 a 134) | 5,02e6 6,28e-4 | 8,31e-11

Estes dados confirmam os dados do ensaio com base celular, demonstrando que a
variante de A24N retém a atividade de ligagdo ao ligante que é similar aquela da molécula
de ActRIilb-hFc (R64 20 a 134), e que a molécula de L79D ou L79E retém a ligagdo de
miostatina e GDF11, porém mostra ligagdo marcadamente diminuida (ndo quantificavel) a
Activina A.

Outras variantes foram geradas e testadas, conforme relatado na WO 2006/012627,
usando ligantes ligados ao dispositivo e ao receptor que flui sobre os ligantes ligados. Uma
tabela de dados com respeito a estas variantes € reproduzida abaixo:

Ligagao de variantes de ActRIIB-Fc solluveis a GDF11 e Activina A (ensaio BiaCore)

ActRIIB ActA GDF11

KD = 1,8e-7TM KD =2,6e-7TM
WT (64A)

(+) (+)

KD = 8,6e-8M
WT (64R) | na
(+++)

KD ~2,6e-8M KD = 1,9e-8M
cauda +15

(+++) (++++)
E37A * *
R40A - -
D54A - *
K55A ++ *
R56A * *

KD = 4,35e-9 M | KD = 5,3e-9M
K74A

+++++ +++++
K74Y * -
K74F * -
K74l * -
W78A * *
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L79A + *
D80OK > *
D80OR * *
D80A * >
D80F * *
D80G * *
D80OM * *
D8ON * *
D80l * -
F82A ++ -

* Nenhuma ligagdo observada

-- < 1/5 de ligagao de WT

- ~1/2 de ligagdo de WT

+WT

++ ligagcdo aumentada < 2 x

+++ ligagdo aumentada em ~5 x

++++ ligagdo aumentada em ~10 x

+++++ ligagdo aumentada em ~ 40 x

Exemplo 6: O Efeito de Proteinas de ActRIIB-Fc sobre a Massa Muscular em
Camundongos do Tipo Selvagem.

Os requerentes determinaram a capacidade de a proteina de ActRIIB-Fc aumentar
a massa muscular em camundongos do tipo selvagem.

Camundongos C57BI10 foram dosados (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) duas vezes
por semana tanto com a proteina de ActRIIB humano (R64 20 a 134) quanto com o ActRIIB
humano (K74A 20 a 134). Os camundongos foram mapeados por RMN no dia 0 e no dia 28
para determinar a mudanga percentual de massa tecidual magra corporal total. Os
camundongos tratados com ActRIIB (R64 20 a 134)-Fc humano exibiram um aumento
significante de 31,1 % no tecido magro em comparagdo ao grupo controle veiculo. Os
camundongos tratados com a proteina de ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc humano exibiram um
aumento significante no aumento de massa de tecido magro em comparagdo ao grupo
controle, embora em menor grau do que o grupo tratado com ActRIIB humano (R64 20 a
134). Em um estudo similar, camundongos foram tratados duas vezes por semana com
PBS, 1 mg/kg, 3 mgkg, ou ActRIIB murino 10 mg/kg (WT, 20 a 134)-Fc,
intraperitonealmente. No fim do estudo, musculos femorais, gastrocnémicos, peitorais e do
diafragma foram dissecados e pesados. Os resultados sdo resumidos na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3: Pesos de tecido de camundongos do tipo selvagem tratados com veiculo
e ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc murino
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Tratado com | Gastrocnémico Femoral Peitoral
Diafragma
veiculo (L+R) (L+R) (L+R)
Média (gramas)
) 0,306 + 0,020 0,187 + 0,040 | 0,257 £ 0,020 | 0,076 £ 0,020
+ desvio Std.
muActRIIB (WT,
Gastrocnémico Femoral Peitoral
20 a 134)-Fc (10 Diafragma
(L+R) (L+R) (L+R)
mg/kg)
Média (gramas)
) 0,387 + 0,010 0,241 £0,014 | 0,360 £ 0,070 | 0,124 £ 0,040
+ desvio Std.
Valor p do teste t | 0,0001 0,009 0,02 0,04

Conforme mostrado na Tabela 3, a proteina de fusdo de ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc
murino aumenta significantemente a massa muscular em camundongos do tipo selvagem.
Nos camundongos tratados com ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc murino, os musculos
gastrocnémicos foram aumentados em 26,5 %, os musculos femorais aumentados em 28,9
%, os musculos peitorais foram aumentados em 40,0 %. Também observamos mudangas
no musculo do diafragma, o qual foi aumentado em 63 % em comparagdo aos
camundongos controle tratados com veiculo. A diminuigdo do musculo do diafragma é uma
complicagdo comum em uma variedade de distrofias musculares. Portanto, o aumento no
peso do diafragma observado depois do tratamento com ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc murino
pode ser de importancia clinica.

Exemplo 7: O Efeito das Proteinas de ActRIIB-Fc de Meia Vida Longa sobre a
Massa Muscular em Camundongos do Tipo Selvagem.

Os requerentes determinaram a capacidade de a variante de meia vida longa da
proteina de ActRIIB-mFc (R64, A24N 20 a 134) aumentar a massa muscular em
camundongos do tipo selvagem.

Camundongos C57BI10 foram dosados (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) duas vezes
por semana tanto com a proteina de ActRIIB-mFc humano (R64 20 a 134) quanto com o
ActRIIB-mFc humano (R64, A24N 20 a 134). Os camundongos foram mapeados por RMN
em varios pontos até o dia 25 para determinar a mudanga percentual de massa tecidual
magra corporal total. Ambas as moléculas causaram aumentos equivalentes no peso
corporal total e nas massas musculares, com os efeitos de aumento nos musculos
gastrocnémicos, femorais e peitorais variando de um 40 a 70 %. Veja as Figuras 5 e 6.

Estes dados demonstram que a forma de meia vida aumentada da molécula
promove o crescimento muscular em um estudo de curto prazo com uma poténcia
equivalente a molécula do tipo selvagem.

Exemplo 8: O Efeito das Proteinas de ActRIIB-Fc com Ligagdo de Activina
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Reduzida sobre a Massa Muscular em Camundongos do Tipo Selvagem.

Os requerentes determinaram a capacidade de a variante de meia vida longa da
proteina de ActRIIB-mFc (R64, L79D 20 a 134) aumentar a massa muscular em
camundongos do tipo selvagem.

Camundongos C57BI!10 foram dosados (10 mg/kg; intraperitoneal (i.p.)) duas vezes
por semana tanto com a proteina de ActRIIB-mFc humano (R64 20 a 134) quanto com o
ActRIIB-mFc humano (R64, L79D 20 a 134). Os camundongos foram mapeados por RMN
em varios pontos até o dia 24 para determinar a mudanga percentual de massa tecidual

magra corporal total. Os dados sdo mostrados na tabela abaixo.

Peso Peso
Gastrocnémico | Femoral Peitoral
Corporal Dia | Corporal Dia
(L+R) (L+R) (L+R)
0(9) 24 (9)
TBS Mod.
24,4 + 1,51 26,8 £ 1,43 0,29 £ 0,02 0,177 £ 0,02 | 0,24 £0,05
(p/v)
R64, 20 a
134 (10 | 25,0+ 1,36 31,2*+ 1,53 0,40* £ 0,02 0,24* + 0,02 | 0,37* + 0,07
mg/kg)
R64, L79D,
20 a 134 (10 | 25,3+ 1,22 28,1 + 1,64 0,32* £ 0,02 0,20* + 0,02 | 0,27 £ 0,05
mg/kg)
*p<0,05

Estes dados demonstram que a variante de L79D (ligagéo de Activina A reduzida)
de ActRIIB é ativa in vivo para a promog¢do do crescimento muscular, entretanto, a
quantidade de crescimento muscular € menor do que aquela para o ActRlIIB do tipo
selvagem. Este efeito diminuido pode ser causado, em parte, pela redugédo leve na ligagéo
de miostatina ou pela perda de ligagao a um regulador negativo de crescimento muscular
adicional ainda desconhecido. A capacidade para estimular o crescimento muscular sem
afetar a sinalizagédo de Activina A é altamente desejavel, pois a activina € uma molécula
regulatéria amplamente expressada, conhecida como possuidora de efeitos no sistema
reprodutivo, ossos, figado e muitos outros tecidos. Em camundongos, ActRIIB-mFc (R64 20
a 134) causa efeitos substanciais no sistema reprodutivo e, em alguns exemplos, causa um
aumento no tamanho do bago. A molécula de ActRIIB-mFc (R64, L79D 20 a 134) tem efeitos
amplamente atenuados tanto em tecidos reprodutivos quanto no bago, indicando que esta
molécula sera particularmente adequada para a promogdo do crescimento muscular em
pacientes que s&o reprodutivamente ativos ou tém o desejo de minimizar os efeitos no

sistema reprodutivo.
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Exemplo 9: O Efeito da Proteina de ActRIIB-Fc sobre a Massa e Forga Musculares
em Camundongos Mdx.

De modo a determinar a capacidade de a proteina de ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc
murino aumentar a massa muscular em uma condicdo de doenga, os requerentes
determinaram a capacidade de a proteina de ActRIIB-Fc aumentar a massa muscular no
modelo camundongo mdx de distrofia muscular.

Camundongos Mdx adultos foram tratados duas vezes por semana com a proteina
de ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc murino (1, 3, ou 10 mg/kg; intraperitoneal) ou um controle
veiculo PBS. A forga que um camundongo exerce quando traciona um transdutor de forga é
medida para determinar forga e preensdo da pata dianteira. A forga média de 5
experimentos de tracado foi usada para a comparagao de forga e preensao entre os grupos.
No fim do estudo, os musculos femorais, gastrocnémicos, peitorais e do diafragma foram
dissecados e pesados. Medi¢gbes de forgca e preensdo também mostraram um aumento
significante. A resultados da massa muscular sdo resumidos na tabela abaixo.

Pesos de tecido de camundongos mdx tratados com veiculo e ActRIIB (WT, 20 a

134)-Fc murino

Tratado com | Gastrocnémico Femoral Peitoral .
Diafragma
veiculo (L+R) (L+R) (L+R)
Média (gramas)
. 0,413 £ 0,040 0,296 + 0,019 | 0,437 £0,060 | 0,111 £ 0,030
+ desvio Std.
muActRIIB (WT,
Gastrocnémico Femoral Peitoral )
20 a 134)-Fc (10 Diafragma
(L+R) (L+R) (L+R)
mg/kg)
Médio (gramas)
. 0,52 + 0,050 0,39 £ 0,05 0,807 + 0,21 0,149 + 0,020
+ desvio Std.
Valor p do teste t | 0,0006 0,0006 0,002 0,05

Conforme ilustrado na tabela, os grupos tratados com ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc
murino exibiram massa tecidual magra aumentada nos camundongos mdx em comparagao
aos camundongos tratados com PBS. O tratamento com ActRIIB-Fc aumentou o tamanho
do musculo gastrocnémico em 25,9 %, o tamanho do musculo femoral em 31,8 %, e o
tamanho do musculo peitoral em 85,4 % em comparagdo ao grupo controle veiculo. De
importancia clinica possivel, também descobrimos que os pesos do diafragma dos
camundongos tratados com ActRIIB (WT, 20 a 134)-Fc de camundongo foram aumentados
em 34,2 % em comparagdo ao grupo controle. Estes dados demonstram a eficacia da
proteina de ActRIIB-Fc em uma condi¢cdo de doenga de distrofia muscular.

Adicionalmente, camundongos mdx tratados com a proteina de ActRIIB-Fc exibem
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forca e preensdao aumentada em comparagdo aos controles tratados com veiculo. Em 16
semanas, os grupos de ActRIIB de 1, 3 e 10 mg/kg demonstraram um aumento em 31,4 %,
32,3 % e 64,4 % na forga e preensao, respectivamente, em comparagido ao grupo controle
veiculo. O desempenho de forga e preensao aperfeigoado dos grupos tratados com ActRIIB
murino (WT, 20 a 134)-Fc sustenta a idéia de que o musculo aumentado encontrado nos
grupos de tratamento é fisiologicamente relevante. Camundongos mdx sdo suscetiveis a
lesdo contratil-induzida e passam por ciclos mais significantes de degeneragdo e
regeneragdo do que suas contrapartes do tipo selvagem. Apesar destes fendtipos
musculares, o tratamento com ActRIIB murino (WT, 20 a 134)-Fc aumenta a forga e
preensdo nos camundongos mdx.

Na Distrofia Muscular de Duchenne, o inicio da doenga ocorre precocemente na
infancia, frequentemente antes dos cinco anos de idade. Consequentemente, os dados
apresentados acima com respeito aos camundongos adultos ndo refletem necessariamente
os efeitos que uma molécula de ActRIIB teria em criangas com DMD. Para resolver esta
questao, um estudo foi conduzido com camundongos mdx jovens.

O tratamento com ActRIIB-mFc (R64, 20 a 134) aumenta significantemente o peso
corporal em camundongos C57BL/10 e mdx jovens (quatro semanas de vida). A andlise de
composigdo corporal usando espectroscopia de RMN in vivo revelou massa tecidual magra
aumentada associada a pesos corporais mais altos.

Camundongos C57BL/10 tratados com ActRIIB-mFc (R64, 20 a 134) ganharam
35,2 % de massa tecidual magra e o grupo mdx tratado ganhou 48,3 % a mais de massa
tecidual magra do que seus grupos controle respectivos. Além disso, o efeito do tratamento
com ActRIIB-mFc (R64, 20 a 134) sobre a resisténcia foi avaliado. Escores da forga e
preensdo de camundongos mdx tratados com veiculo foram 15,7 % menores do que o grupo
C57BL/10 veiculo, desse modo ilustrando a fraqueza muscular associada a deficiéncia de
distrofina. Ao contrario, os camundongos mdx tratados com ActRIIB-mFc (R64, 20 a 134)
aperfeigoaram sua forga e preensdo em comparagdo ao grupo veiculo mdx, e atingiram
medig¢bes de forga e preensdo que superaram aquelas dos camundongos veiculo C57BL/10
e alcangaram a nivel dos escores de forga e preensdo de C57BL/10 tratados (mdx veiculo:
0,140 £ 0,01 KgF; mdx tratado: 0,199 + 0,02 KgF; C57BL/10 veiculo: 0,166 + 0,03; 0,205 *
0,02 KgF). Notavelmente, o tratamento restabeleceu os camundongos mdx jovens aos
niveis do tipo selvagem de forga e preenséo. Portanto, a molécula de ActRIIB-mFc (R64, 20
a 134) tem aplicagbes clinicas importantes na distrofia muscular de Duchenne,
particularmente em pacientes jovens em uma idade préxima ao inicio da doenga.

Exemplo 7: O Efeito da Proteina de ActRIIB-Fc sobre a For¢ga e Sobrevivéncia em
Camundongos SOD1.

Para determinar a capacidade de polipeptideos de ActRIIB aumentarem a forga e



10

15

20

25

30

35

64

sobrevivéncia em um modelo camundongo de ALS, os requerentes testaram a proteina de
ActRIIB-Fc no camundongo SOD1.

Camundongos B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J, ou SOD1, portavam grandes
numeros de cépias do alelo mutante do transgene superéxido dismutase humano. Niveis
altos desta proteina transportam um fenétipo aos camundongos que € comparavel ao da
ALS humana. Os camundongos SOD1 desenvolveram paralisia ascendente e exibiram
sinais precoces da doenga em 91 dias. Os resultados da doenga com morte prematura
ocorreram entre 19 a 23 semanas de idade.

Os camundongos SOD1 foram dosados com um controle veiculo ou ActRIIB-mFc
(K74A 20 a 134) (i.p., 5Smg/kg, duas vezes por semana) iniciando com 10 semanas de idade.
A forga que um camundongo exerce quando traciona um transdutor de forca € uma medida
da forga e preensdo da pata dianteira. A forca média de 5 experimentos de tragéo foi usada
para a comparagédo da forga e preensdo entre os grupos. A sobrevivéncia foi calculada de
acordo com o numero de dias entre a data que o camundongo foi gerado e a data que o
camundongo apresentou-se incapaz de se direcionar por si s6 dentro de 30 segundos até
ficar deitado. A Figura 7 mostra as medigoes de forga e preensido e a figura 8 ilustra os
dados de sobrevivéncia.

Camundongos no estagio final da doenga tém dificuldade de ordenagéo,
presumivelmente devido a progressao da paralisia, e parecem desalinhados. A observagao
superficial dos camundongos revelou que o grupo de tratamento com ActRIIB (K74A 20 a
134)-Fc murino pareceu bem ordenado mesmo nos estagios finais da doenga em
comparagédo ao grupo PBS. Esta observagédo sugere que os camundongos tratados estéo
em melhores condi¢cdes de saide e mantém uma qualidade de vida superior aos controles.

Conforme é observado na figura 7, os camundongos SOD1 que recebem o
tratamento com ActiRIIB (K74A 20 a 134)-Fc murino exibem uma forga e preensao
significantemente maior em comparagdo ao grupo controle PBS. Isto é observado no dia
117, o estagio precoce da doenga, assim como depois que a doenga progrediu no dia 149. A
Figura 8 ilustra que os camundongos tratados com ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc
sobreviveram significantemente durante um periodo mais longo do que os controles veiculo.
Este estudo ilustra a utiidade do ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc murino no modelo
camundongo de ALS em aperfeigoar a resisténcia e sobrevivéncia dos camundongos.

Um experimento similar foi realizado com camundongos SOD1, porém o tratamento
foi atrasado até o inicio totalmente detectavel da doenga (dia 130), de modo a melhor imitar
o tratamento de ALS humana depois do inicio de sintomas significantes da doenga. No dia
130, camundongos SOD1 foram divididos em grupos tratados com veiculo (TBS modificado)
ou ActRIllIB (R64 20 a 134)-mFc (10 mg/kg). Camundongos foram subcutaneamente
dosados uma vez por semana. Os camundongos foram mapeados por RMN nos dias 1 e 27
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do estudo (idades de 129 e 157 dias, respectivamente). As medigbes de forga e preensao

foram realizadas nos dias 0 € 20 do estudo. No fim do estudo, o grupo macho controle

perdeu 4,3 % de peso corporal a partir do dia 0 de estudo, ao passo que o grupo tratado

ganhou 7,8 % de peso corporal a partir do dia 0 de estudo. O grupo fémea controle perdeu

1,5 % e o grupo fémea tratado ganhou 15 % de peso corporal a partir do dia O de estudo.
Medigdo de Forga e Preensao de SOD1

Dia O Dia 20
Controle Macho 0,149 + 0,02 | 0,097 + 0,02°
ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc Macho | 0,147 + 0,02 | 0,128 + 0,02°
Controle Fémea 0,130 + 0,02 | 0,091 + 0,02°
ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc Fémea | 0,128 + 0,01 | 0,11 £ 0,02°

Medigdes de forga e preensdo dos dias 0 e 20 em camundongos SOD1 machos e
fémeas. O sobrescrito “a” denota significantemente diferente em comparagdo a medida do
dia O respectiva (p < 0,05). O sobrescrito “b” denota diferenga significante entre as medigbes
do dia 20 (p < 0,05) de PBS (Grupo 1) e ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc (Grupo 2).

Os camundongos foram mapeados por RMN para determinar mudangas na
composigao corporal atribuidas ao tratamento. Camundongos macho controle perderam 6,0
% de sua massa tecidual magra durante o curso do estudo (dia 1: 18,2 g + 1,28; dia 27: 17,1
g = 1,10). Camundongos macho tratados ganharam 9,1 % de massa tecidual magra a partir
do dia 0 de estudo (dia 1: 19,17 g = 0,77; dia 27: 20,92 g £ 0,74). Camundongos fémea
controle obtiveram 0,83 % de redugdo de massa magra a partir do inicio do estudo (dia 1:
13,18 g + 0,84, dia 27: 13,08 g * 0,71) e camundongos fémea tratados obtiveram 10,7 % de
aumento de peso corporal a partir do dia 0 de estudo (dia 1: 13,66 g + 0,83; dia 27: 15,12 g
+ 1,21). Os grupos macho e fémea tratados ganharam quantidades significantes de tecido
magro em comparagao aos seus grupos controle PBS respectivos (p < 0,001).

Efeitos de ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc sobre o Musculo de SOD1

Gastrocnémico | Femoral Peitoral

(L+R) (L+R) (L+R)
Controle Macho 0,18 £ 0,03 0,12 £ 0,03 0,20 + 0,04
ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc Macho | 0,22 + 0,04 0,15+£0,02 0,30 + 0,04
Controle Fémea 0,13+0,02 0,089 + 0,016 | 0,11 0,01
ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc Fémea | 0,17 £ 0,03 0,01 £ 0,02 0,15+ 0,05

Estes dados indicaram que o tratamento com ActRIIB-Fc pode ser benéfico no
tratamento de pacientes que tém ALS ativa, aperfeigoando a fungdo muscular € qualidade

de vida.
Exemplo 8: O Efeito de uma Proteina de ActRIIB-Fc sobre a Adiposidade e
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Diabetes em Camundongos Obesos.

Os requerentes testaram as proteinas de ActRIIB-mFc em camundongos
alimentados com uma dieta com alto teor de gordura (HFD) para determinar a capacidade
de ActRIIB-Fc reduzir a adiposidade em um modelo camundongo de obesidade.

O diabetes tipo Il é uma complicagao principal da obesidade e é caracterizado pela
resisténcia a insulina. Niveis de insulina no periodo de jejum elevados sdo indicativos de
resisténcia a insulina e fornecem um meio de testar se um animal estd em um estado
resistente a insulina. Os requerentes determinaram o efeito do tratamento com ActRIIB (R64
K74A 20 a 134)-Fc murino sobre a normalizagdo dos niveis de insulina no periodo de jejum
em um modelo camundongo de obesidade.

Camundongos C57BL/6 alimentados com HFD foram mantidos em uma dieta
composta de 35 % de gordura e considerados obesos quando seu peso corporal foi
aproximadamente 50 % maior do que aquele de camundongos com idade combinada
alimentados com uma dieta alimentar padréo (4,5 % de gordura). Os camundongos obesos
foram dosados duas vezes por semana tanto com um controle veiculo quanto com o ActRIIB
(R64 K74A 20 a 134)-Fc humano (10 mg/kg; i.p.). Os camundongos obesos foram
mapeados por RMN para determinar a composigédo corporal no inicio da dosagem e depois
de 3 semanas da dosagem. As mudangas na composigdo corporal a partir do valor de
referéncia sdo resumidas na figura 9.

Camundongos foram alimentados com HFD e considerados obesos quando seus
pesos corporais foram 50 % maiores do que suas contrapartes alimentadas com alimento
padrdo. Camundongos alimentados com HFD foram dosados tanto com um controle veiculo
quanto com ActRIIB (R64 K74A 20 a 134)-Fc murino (5 mg/kg duas vezes por semana; i.p.)
durante 35 semanas. No fim do estudo, camundongos foram submetidos ao jejum durante a
noite. Ao término do jejum, o sangue foi coletado e processado para soro. O soro depois foi
usado para determinar niveis de insulina no periodo de jejum em ambos os grupos. Os
resultados quanto ao efeito de ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc murino sobre os niveis de
insulina no periodo de jejum de camundongos obesos sdo resumidos na tabela abaixo.

Niveis de insulina no periodo de jejum a partir de camundongos tratados com
veiculo e ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc murino

HFD HFD

PBS ActRIIB (K74A 20 a 134)-mFc murino
Média (ng/ml) £ Desvio Std. | 2,27 + 1,64 | 0,78 £ 0,40
test t N/A 0,012

A Figura 9 mostra a adiposidade diminuida do grupo ActRIIB (R64 K74A 20 a 134)-

Fc murino em comparagdo ao controles tratados com veiculo. Descobriu-se que os
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camundongos tratados obtiveram 25,9 % de diminuigdo na massa de gordura em
comparagdo aos seus niveis de valor de referéncia. Adicionalmente, o grupo tratado
aumentou sua massa magra em 10,1 % acima de seus niveis de valor de referéncia. As
mudangas percentuais na massa tecidual adiposa e na tecidual magra do ActRIIB (R64
K74A 20 a 134)-mFc foram significantemente maiores do que as mudangas percentuais do
grupo tratado com PBS.

Neste modelo, camundongos foram mantidos em uma dieta com alto teor de
gordura até que eles se apresentassem > 50 % mais pesados do que suas contrapartes
alimentadas com alimento padrdo. Com base neste aumento notavel no peso corporal e
adiposidade, é evidente que este modelo pode corresponder aos seres humanos que séo
caracterizados como obesos morbidos. Portanto, descobriu-se que o tratamento com
proteina de ActRIIB (R64 K74A 20- 134)-Fc humano reduz a adiposidade em camundongos
obesos e pode ser clinicamente relevante para o tratamento de seres humanos
morbidamente obesos.

Os resultados resumidos na Tabela 5 sugerem que o tratamento com a proteina de
ActRIIB (K74A 20 a 134)-Fc murino € capaz de reduzir significantemente os niveis de
insulina elevados no soro no periodo de jejum associados a obesidade. Esta descoberta
sustenta a relevancia clinica possivel do uso de polipeptideos de ActRIIB no tratamento de
diabetes Tipo II.

Outros experimentos foram conduzidos com ActRIIB-mFc (R64 20 a 134) no
modelo HFD de obesidade e diabetes. Camundongos C57BL/6 alimentados com HFD com
30 semanas de vida foram divididos em 2 grupos (PBS e ActRIIB-mFc (R64 20 a 134) 10
mg/kg). Os camundongos foram pesados e dosados duas vezes por semana
intraperitonealmente durante 12 semanas. Os camundongos foram avaliados por RMN nos
dias O e 94 do estudo.

Camundongos tratados perderam 1,9 % de seus pesos corporais no dia 0 do
estudo enquanto os camundongos tratados com PBS ganharam 6,7 % de seus pesos
corporais iniciais durante o estudo. Camundongos tratados também ganharam mais tecido
magro do que o grupo PBS (21,1 % + 6,28 versus 3,7 % +4,08) durante o estudo. Os
camundongos tratados também perderam tecido adiposo significante (-34 % + 10,95) em
comparagéao ao grupo PBS (+10,2 + 10,18).

Pesos musculares individuais também foram aumentados no grupo tratado com
ActRIIB-mFc (R64 20 a 134).

Gastroc Femoral Peitoral
(L+R) (L+R) (L+R)
PBS 0,33+0,05 | 0,18+ 0,03 | 0,31 +£0,05
ActRIIB-mFc (R64 20 a 134) | 0,44 + 0,08* | 0,25 + 0,02* | 0,44 £+ 0,13"*
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*p<0,05

Além dos efeitos benéficos na gordura e musculo que estdo associados ao
tratamento com ActRIIB-Fc nestes camundongos, efeitos positivos em lipideos do soro
foram observados. Niveis de colesterol e triglicerideo no soro foram acentuadamente
reduzidos, sugerindo que as proteinas de fusdo de ActRIIB-Fc podem ser usadas para
reduzir os niveis destes lipideos nos pacientes.

Exemplo 9: O Efeito da Proteina de ActRIIB-Fc sobre a Massa Muscular em
Camundongos Caquéticos.

Os requerentes testaram a capacidade de ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc atenuar a
perda muscular em um modelo camundongo de perda muscular induzida por
glucocorticoides.

Camundongos foram subcutaneamente dosados diariamente durante 13 dias com
PBS ou dexametasona (2 mg/kg) para induzir a perda muscular. Durante os mesmos 13
dias, grupos tratados com PBS e dexametasona receberam veiculo ou ActRIIB (R64 20 a
134)-mFc (10 mg/kg; i.p.; duas vezes por semana) tal que todas as combinagdes dos
tratamentos foram representadas. Os camundongos foram mapeados por RMN nos dias 0 e
13 para determinar mudangas na massa tecidual magra entre os grupos. Os resultados da
RMN sao esbogados na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6: Massa tecidual magra de camundongos tratados com veiculo e ActRIIB
(R64 20 a 134)-Fc murino

Grupo (tratamento | Média massa magra, dia 13- Média massa magra, dia 0 (g) *
sc:ip) desvio std

PBS:PBS 0,83 +£0,94

Dexamet:PBS 0,47 + 0,34°

Dexamet:ActRIIB 2,56 + 0,37%°

PBS:ActRIIB 3,63 +0,62°

a Diferencga significante comparada a PBS:PBS a p < 0,05
b Diferenga significante comparada a Dexamet:PBS a p < 0,05

A varredura por RMN mostrou uma diminuigdo significante de 2,5 % na massa
tecidual magra no grupo dexametasona:PBS em comparagdo ao grupo PBS:PBS. Ao
contrério, o grupo dexametasona:ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc exibiu um aumento de 13,5 %
na massa tecidual magra, um aumento significante comparado aos grupos PBS:PBS e
dexametasona:PBS. A caquexia é um efeito colateral indesejavel para uma variedade de
tratamentos terapéuticos, incluindo terapia de glucocorticéide crénica. Portanto, pode ser de
importancia clinica que o tratamento com uma proteina de ActRIIB (R64 20 a 134)-mFc
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humano possa atenuar a perda muscular associada a caquexia.

Exemplo 10: O Efeito de ActRIIB-Fc sobre a Massa Muscular e Obesidade em
Camundongos Velhos ou Ovariectomizados

A sarcopenia € uma forma de perda muscular associada ao envelhecimento em
seres humanos normalmente saudaveis. O distirbio estda associado a uma perda
progressiva de massa muscular esquelética e forga e mobilidade prejudicadas. As causas
da sarcopenia sdo pouco entendidas. Nas mulheres, a menopausa acelera a perda
muscular, tanto quanto a perda 6ssea. Consequentemente, ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc foi
testado em camundongos extremamente velhos (dois anos de vida) e em camundongos
ovariectomizados (um modelo do estado pés-menopausa).

Camundongos fémeas C57BL/6 com 8 semanas de vida foram ovariectomizados
(OVX) ou submetidos a cirurgia simulada (sham), depois envelhecidos durante 16 semanas
antes do inicio do estudo. No inicio do estudo, camundongos sham e OVX foram divididos
em grupos tratamento e veiculo. Todos os grupos foram pesados e dosados semanaimente
com ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc ou controle tampdo durante 11 semanas. Todos os
camundongos tiveram varreduras por RMN nos dias 0 e 83 do estudo para determinar a
composigao corporal.

No fim do estudo, camundongos PBS sham apresentaram perda de 4,7 % de sua
massa magra original enquanto o grupo sham tratado aumentou sua massa magra em 21 %
durante o curso do estudo. Controles OVX perderam 12,1 % (mais significantemente do que
o veiculo sham) de sua massa magra enquanto os camundongos OVX tratados ganharam
12,9 % até o fim do estudo.

Estes dados indicam que as proteinas de fusdo de ActRIIB-Fc podem ser usadas
para neutralizar a perda muscular que é comum nas mulheres em pés-menopausa.

Para avaliar os efeitos de ActRIIB-Fc em uma populacido naturalmente senescente,
camundongos machos C57BL/6 foram envelhecidos a 70 semanas antes do inicio do
tratamento. Os camundongos foram divididos em 2 grupos (PBS e ActRIIB (R64, 20 a 134)-
mFc10 mg/kg). Cada grupo foi pesado e dosado duas vezes por semana durante 10
semanas. Durante o curso do estudo, os grupos tratados ganharam significantemente mais

massa tecidual magra do que o grupo PBS.

% mudanga de massa magra PBS 10 mg/kg
Média ( % a partir do valor de referéncia) | 101,76 | 117,27
desvio Std 3,83 3,91
Valor p para PBS < 0,001

O grupo tratado também apresentou pesos musculares individuais

significantemente maiores em comparagédo aos camundongos PBS.
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Gastroc Femoral Peitoral
Pesos Musculares
(L+R) (L+R) (L+R)
PBS 0,283 +£0,07 | 0,156 £ 0,01 0,241 £ 0,07
ActRIIB-mFc (R64 20 a 134) | 0,371 £ 0,03* | 0,192 + 0,021 * | 0,33 £ 0,05*
*p<0,05

A integridade muscular no grupo tratado também pareceu ser maior do que aquela
do grupo PBS, conforme a gordura intramuscular foi aparentemente reduzida e a
citoarquitetura aperfeigoada. (Veja Figura 10).

Estes dados demonstram que as proteinas de fusdo de ActRIIB-Fc podem ser
usadas para tratar perda muscular associada ao envelhecimento em homens e mulheres.

Exemplo 11: O Efeito de ActRIIB-Fc sobre a Perda Muscular Associada a
Castragédo

O cancer de prostata € comumente tratado com terapia antiandrogénica. Os efeitos
colaterais do tratamento incluem perda muscular e obesidade aumentada. Camundongos
castrados sofrem mudancas similares, tornando-os bons modelos para o estudo do
potencial para ActRIIB-Fc a ser usado neste conjunto clinico.

Camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas de vida foram castrados ou
submetidos a cirurgia simulada (sham), depois deixados sob recuperagdo durante 3
semanas antes do inicio do estudo. Os grupos Sham e castrados foram ainda subdivididos
em grupos PBS e ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc (10 mg/kg). Os camundongos foram
pesados e subcutaneamente dosados uma vez por semana durante 12 semanas. Os
camundongos foram mapeados por RMN nos dias 0 e 83 do estudo.

Durante o curso do estudo, camundongos PBS sham ganharam uma média de 9,72
% + 3,67 e camundongos ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc sham ganharam 35,79 % + 3,1 de
massa tecidual magra no dia 0 do estudo. Os camundongos castrados tratados com PBS
perderam 8,1 % % 4,22 de sua massa tecidual magra no dia 0 enquanto os camundongos
castrados tratados ganharam 17,77 % * 3,86. Adicionalmente, a castragdo leva a
adiposidade aumentada, porém o tratamento com ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc ajudou a
reduzir a extensao do ganho de massa de gordura.

Os musculos gastroc e peitorais de camundongos veiculo castrados apresentaram-
se menores do que os camundongos PBS sham (gastroc castrado: 0,275 + 0,03 g, peitoral
castrado: 0,196 + 0,06 g; gastroc sham: 0,313 £ 0,02 g, peitoral sham: 0,254 + 0,03 g). O
tratamento com ActRIIB (R64, 20 a 134)-mFc atenua significantemente esta diminuigéo
induzida pela castragdo nos pesos musculares (gastroc castrado: 0,421 + 0,03 g, peitoral
castrado: 0,296 * 0,06 g).

Exemplo 12: Efeitos de ActRIIB-Fc sobre a Caquexia do Cancer
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Muitos tumores estdo associados a perda de apetite e perda muscular severa. Os
pacientes que exibem caquexia tém um progndstico mais deficiente do que pacientes ndo
caqueéticos. A linhagem celular do cancer de célon CT26 induz caquexia profunda nos
camundongos. ActRIIB(R64 20 a 134) foi testado neste modelo quanto aos efeitos sobre a
caquexia induzida por xenoenxerto.

Seis grupos de camundongos foram usados no experimento, conforme segue:

Grupo | Tumores | Tratamento | Dose Paradigma

1 N VEICULO | wv/v Terapéutico
2 N ActRIIB-Fc | 10 mg/kg | Terapéutico
3 Y VEICULO | wiv Terapéutico
4 Y ActRIIB-Fc | 10 mg/kg | Terapéutico
5 Y ActRIIB-Fc | 10 mg/kg | Terapéutico
6 Y ActRIIB-F¢ | 30 mg/kg | Preventivo

Os grupos 3 a 6 receberam células de tumor 5 x 106 subcutaneamente. O grupo 6
iniciou o tratamento imediatamente com ActRIIB-Fc duas vezes por semana. Os grupos 1 a
5 iniciaram a dosagem no dia 28 do estudo quando os tumores atingiram um tamanho de
300 a 500 mm>. Conforme mostrado na Figura 11, ActRIIB-Fc diminuiu marcadamente a
perda muscular associada acs tumores CT26, em camundongos com tumores estabelecidos
e quando usado em um modelo preventivo antes da introdugdo do tumor.

Exemplo 13: O Efeito das Variantes de ActRIIB-Fc sobre a Massa Muscular em
Camundongos do Tipo Selvagem.

Este estudo mostrou os efeitos dos constructos Fc relacionados a ActRIIB
seguintes sobre a massa muscular e outros tecidos em camundongos machos C57BL/6 com
6 semanas de vida. Os camundongos foram pesados e injetados intraperitonealmente, duas
vezes por semana com PBS ou constructos Fc relacionados a ActRIIB (10 mg/kg):

ActRIIB (R64 20 a 134)-Fc

ActRIIB (L79D 20 a 134)-Fc

ActRIIB (L79E 20 a 134)-Fc

ActRIIB (A24N 20 a 134)-Fc

ActRIIB (R64K 20 a 134)-Fc

Os camundongos foram mapeados por RMN no inicio, meio e fim do estudo. Os
musculos femorais, peitorais e gastrocnémicos e o figado, rins, e bago foram pesados e
conservados em formalina.

Uma analise inicial dos dados indica que ActRIIB (R64 20 a 134)-Fc causa um
grande aumento na massa muscular € na massa corporal magra, enquanto também tem um

grande efeito em outros tecidos. As variantes de L79D e L79E aumentam a massa muscular
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em um grau inferior, enquanto tém pouco efeito em outros tecidos. Os constructos de A24N
e R64K tém um efeito intermediario no musculo e outros tecidos. Estes dados confirmam
que as variantes de ActRIIB com ligagdo de activina diminuida tém propriedades desejaveis,
particularmente um efeito seletivo no tecido muscular.

INCORPORAGAO COMO REFERENCIA

Todas as publicagdes e patentes mencionadas neste relatério sdo incorporadas
integralmente como referéncia como se cada publicagdo ou patente individual fosse
especifica e individualmente indicada para ser incorporada como referéncia.

Embora as modalidades especificas da matéria objeto sejam debatidas, o relatério
descritivo acima € ilustrativo e n&o restritivo. Muitas variagbes tornar-se-ao evidentes
aqueles habilitados na técnica sob a revisdo deste relatério descritivo e das reivindicagdes
abaixo. O escopo total da invengdo deve ser determinado como referéncia as
reivindicagbes, com seu escopo total de equivalentes, e o relatbério descritivo, com tais

variagées.
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REIVINDICACOES
1. Proteina de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende

uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 80 % idéntica a sequéncia de
aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina compreende pelo menos uma
sequéncia N-X-S/T em uma posigdo, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena de
ActRIIB, e em uma posigéo fora do sitio de ligagado ao ligante.

2. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um N na posigéo
correspondente a posigéo 24 da SEQ ID NO: 2 e um S ou T na posigédo correspondente a
posi¢cdo 26 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina de ActRIIB variante inibe a sinalizagéao
por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base celular.

3. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um R ou K na posigdo
correspondente a posi¢gdo 64 da SEQ ID NO: 2.

4., Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragao conservativa posicionada dentro do sitio de ligagédo ao
ligante.

5. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagio 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posigdes selecionadas do grupo que
consiste de K74, R40, Q53, K55, F82 e L79.

6. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende uma sequéncia de aminoacidos
iniciando em um aminoacido correspondente a qualquer um dos aminoacidos 22 a 25 da
SEQ ID NO: 2 e terminando em um aminoacido correspondente a qualquer um dos
aminoacidos 129 a 134 da SEQ 1D NO: 2.

7. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de
1 a 6 ou 121, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € uma proteina de fusédo
compreendendo ainda uma porgéo heteréloga.

8. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € um homodimero.

9. Variante da proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagéo 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo heteréloga compreende uma regido constante
de uma cadeia pesada de IgG.

10. Proteina de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende

uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 80 % idéntica a sequéncia de



10

15

20

25

30

35

aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina compreende um aminoacido
acido na posigao correspondente a posigdo 79 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina de
ActRIIB variante inibe a sinalizagdo por miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base
celular.

11. Proteina de ActRIB variante, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende pelo menos uma sequéncia N-
X-S/T em uma posigédo, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena de ActRIIB, e em uma
posigéo fora do sitio de ligagéo ao ligante.

12. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 11,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um N na posigdo
correspondente a posicdo 24 da SEQ ID NO: 2 e um S ou T na posigido correspondente a
posigédo 26 da SEQ ID NO: 2.

13. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagédo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um R ou K na posigdo
correspondente a posi¢do 64 da SEQ ID NO: 2.

14. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdgo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragédo conservativa posicionada dentro do sitio de ligagdo ao
ligante.

15. Proteina de ActRlIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posi¢gdes selecionadas do grupo que
consiste de K74, R40, Q53, K55, e F82.

16. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 10 ou 122,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende uma sequéncia de aminoacidos
iniciando em um aminoacido correspondente a qualquer um dos aminoacidos 22 a 25 da
SEQ ID NO: 2 e terminando em um aminoacido correspondente a qualquer um dos
aminoacidos 129 a 134 da SEQ ID NO: 2.

17. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 10 a 16, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € uma proteina de fusdo
compreendendo ainda uma porgéo heterdloga.

18. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagédo 17,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € um homodimero.

19. Variante da proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 17,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgédo heteréloga compreende uma regido constante

de uma cadeia pesada de IgG.
20. Proteina de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende
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uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 80 % idéntica a sequéncia de
aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina compreende pelo menos uma
sequéncia N-X-S/T em uma posigdo, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena de
ActRIIB, e em uma posicéao fora do sitio de ligagéo ao ligante.

21. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 20,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um N na posigéo
correspondente a posigédo 24 da SEQ ID NO: 2 e um S ou T na posigdo correspondente a
posicdo 26 da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina de ActRIIB variante inibe a sinalizagéo
por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base celular.

22. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um R ou K na posigédo
correspondente a posi¢céo 64 da SEQ ID NO: 2.

23. Proteina de ActRIlIB variante, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragao conservativa posicionada dentro do sitio de ligagédo ao
ligante.

24. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posi¢gbes selecionadas do grupo que
consiste de K74, R40, Q53, K55, F82 e L79.

25. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende uma sequéncia de aminoacidos
iniciando em um aminoéacido correspondente a qualquer um dos aminoacidos 22 a 24 da
SEQ ID NO: 2 e terminando em um aminodcido correspondente a qualquer um dos
aminoacidos 133 ou 134 da SEQ ID NO: 2.

26. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 20 a 25, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € uma proteina de fusédo
compreendendo ainda uma porgdo heterdloga.

27. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 26,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € um homodimero.

28. Variante da proteina de fusdo de ActRlIB, de acordo com a reivindicagao 27,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo heteréloga compreende uma regido constante
de uma cadeia pesada de IgG.

29. Proteina de fusdo de ActRIIB, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende
uma porgao derivada da sequéncia de ActRIIB da SEQ ID NO: 2 e uma segunda porgdo
polipeptidica, em que a porg¢do derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a uma sequéncia
iniciando em qualquer um dos aminoacidos 22 a 25 da SEQ ID NO: 2 e terminado em
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qualquer um dos aminoacidos 129 a 134 da SEQ ID NO: 2, e em que a porgdo derivada da
sequéncia de ActRIIB difere em ndo mais do que cinco posigdes de aminoacidos adicionais
a partir da sequéncia da SEQ ID NO: 2, e em que a proteina de ActRIIB inibe a sinalizagdo
por miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base celular.

30. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 29,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende pelo menos uma sequéncia N-
X-S/T em uma posigéo, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena de ActRIIB, e em uma
posic¢édo fora do sitio de ligagdo ao ligante.

31. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 30,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um N na posigdo
correspondente a posi¢do 24 da SEQ ID NO: 2 e um S ou T na posigdo correspondente a
posi¢do 26 da SEQ ID NO: 2.

32. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagcdo 29,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende um R ou K na posigdo
correspondente a posigdo 64 da SEQ ID NO: 2.

33. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 29,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteracdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragao conservativa posicionada dentro do sitio de ligagdo ao
ligante.

34. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 29,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo em uma ou mais posi¢cdes selecionadas do grupo que
consiste de K74, R40, Q53, K55, F82 e L79.

35. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
de 29 a 34, CARACTERIZADA pelo fato de que a segunda porgéao € heterbéloga a porgéo
derivada da ActRIIB.

36. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € um homodimero.

37. Proteina de fusdo de ActRIIB, de acordo com a reivindicagdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que a segunda por¢cdo compreende uma regido constante
de uma cadeia pesada de IgG.

38. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende uma porgao derivada da sequéncia de ActRIIB da SEQ ID NO: 2 e uma
segunda porgédo polipeptidica, em que a por¢do derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 109 a 134 da SEQ ID NO: 2, e em que a
proteina de fusdo de ActRIIB tem uma arginina (R), lisina (K) ou histidina (H) na posigao 64
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da SEQ ID NO: 2 e inibe a sinalizagao por activina, miostatina e/ou GDF11
base celular.

39. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a

CARACTERIZADA pelo fato de que a porgédo derivada da SEQ ID NO:

uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 21 a 29 da
terminado em qualquer um dos aminoacidos 118 a 134 da SEQ ID NO: 4.
40. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a

CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo derivada da SEQ ID NO:

uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 21 a 29 da
terminado em qualquer um dos aminodacidos 128 a 134 da SEQ ID NO: 2.

41. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a

CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo derivada da SEQ ID NO:

uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 21 a 24 da
terminado em qualquer um dos aminoacidos 109 a 134 da SEQ ID NO: 2.
42. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a

CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo derivada da SEQ ID NO:

uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 21 a 24 da
terminado em qualquer um dos aminoacidos 118 a 134 da SEQ ID NO: 2.
43. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a

CARACTERIZADA pelo fato de que a porgao derivada da SEQ ID NO:

uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminodacidos 21 a 25 da
terminado em qualquer um dos aminoacidos 128 a 134 da SEQ ID NO: 2.
44, Proteina de fusdao de ActRIIB variante, de acordo com a

em um ensaio de

reivindicagdo 38,
2 corresponde a
SEQ ID NO: 2 e

reivindicagdo 38,
2 corresponde a
SEQ ID NO: 2 e

reivindicagdo 38,
2 corresponde a
SEQ ID NO: 2 e

reivindicacdo 38,
2 corresponde a
SEQ ID NO: 2 e

reivindicagao 38,
2 corresponde a

SEQ ID NO: 2 e

reivindicagdo 38,

CARACTERIZADA pelo fato de que compreende ainda uma ou mais modificagbes em
relagdo a sequéncia da SEQ ID NO: 2 que conferem uma propriedade selecionada do grupo
que consiste de: (a) uma inibigdo maior da sinalizagdo de GDF11 ou GDF8 em relagédo a
inibicAo da sinalizagdo de activina; (b) uma meia vida do soro aumentada; e (c) tanto (a)
quanto (b).

45. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende uma porgdo derivada da sequéncia de ActRIIB da SEQ ID NO: 2 e uma
segunda porgéo polipeptidica, em que a porgao derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 109 a 133 da SEQ ID NO: 2, e em que a
proteina de fusdo de ActRIIB tem uma arginina (R), lisina (K) ou histidina (H) na posi¢éo 64
da SEQ ID NO: 2 e inibe a sinalizagéo por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de
base celular.

46. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagao 45,
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CARACTERIZADA pelo fato de que a porgédo derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminodacidos 118 a 133 da SEQ ID NO: 2.

47. Proteina de fusdo de ActRlB variante, de acordo com a reivindicagédo 45,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgédo derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 29 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 128 a 133 da SEQ ID NO: 2.

48. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 45,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgdo derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em gqualquer um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 109 a 133 da SEQ ID NO: 2.

49. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 45,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgédo derivada da SEQ ID NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 118 a 133 da SEQ ID NO: 2.

50. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 45,
CARACTERIZADA pelo fato de que a porgao derivada da SEQ 1D NO: 2 corresponde a
uma sequéncia iniciando em qualquer um dos aminoacidos 20 a 24 da SEQ ID NO: 2 e
terminado em qualquer um dos aminoacidos 128 a 133 da SEQ ID NO: 2.

51. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 45,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende ainda uma ou mais modificagdes em
relagdo a sequéncia da SEQ ID NO: 2 que conferem uma propriedade selecionada do grupo
que consiste de: (a) uma inibicdo maior da sinalizagdo de GDF11 ou GDF8 em relagéo a
inibigdo da sinalizagdo de activina; (b) uma meia vida do soro aumentada; e (c) tanto (a)
quanto (b).

52. Proteina de fusdao de ActRIIB variante, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes de 38 a 51, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina € um
homodimero.

53. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes de 38 a 51, CARACTERIZADA pelo fato de que a segunda porgéo
polipeptidica compreende uma regiao constante de uma cadeia pesada de IgG.

54. Proteina de fusdo de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 53,
CARACTERIZADA pelo fato de que a segunda porgéao polipeptidica € um dominio Fc.

55. Proteina de ActRIIB variante, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende
uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 80 % idéntica, porém ndo 100 % idéntica
a sequéncia de aminoacidos 29 a 109 da SEQ ID NO: 2, em que a posi¢gao correspondente
a 64 da SEQ ID NO: 2 é um K, e em que a proteina de ActRIIB variante inibe a sinalizagdo
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por activina, miostatina e/ou GDF11 em um ensaio de base celular.

56. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 55,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 esta posicionada fora do sitio de ligagado ao ligante.

57. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 55,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito & sequéncia
da SEQ ID NO: 2 é uma alteragdo conservativa posicionada dentro do sitio de ligagao ao
ligante.

68. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 55,
CARACTERIZADA pelo fato de que pelo menos uma alteragdo com respeito a sequéncia
da SEQ ID NO: 2 € uma alteragdo em uma ou mais posigdes selecionadas do grupo que
consiste de K74, R40, Q53, K55, F82 e L79.

59. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 55,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende pelo menos uma sequéncia N-
X-S/T em uma posigdo, a ndo ser uma sequéncia N-X-S/T endégena da SEQ ID NO: 2, e
em uma posigao fora do sitio de ligagdo ao ligante.

60. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 55,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina compreende uma ou mais modificagdes em
relacdo a sequéncia da SEQ ID NO: 2 que conferem uma propriedade selecionada do grupo
que consiste de: (a) uma inibigdo maior da sinalizagdo de GDF11 ou GDF8 em relagdo a
inibicdo da sinalizagdo de activina; (b) uma meia vida do soro aumentada; e (c) tanto (a)
quanto (b).

61. Preparacgao farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende a
proteina de acordo com qualquer uma das reivindicagées de 1 a 60.

62. Método para tratar um paciente tendo um distlrbio associado a perda muscular
ou crescimento insuficiente do musculo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de uma preparagédo farmacéutica de acordo
com a reivindicagao 61.

63. Método, de acordo com a reivindicagao 62, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente tem atrofia muscular.

64. Método, de acordo com a reivindicagdo 62, CARACTERIZADO peio fato de que
o paciente tem uma distrofia muscular.

65. Método, de acordo com a reivindicagdo 64, CARACTERIZADO pelo fato de que
a distrofia muscular € Distrofia Muscular de Duchenne.

66. Método, de acordo com a reivindica¢gdo 64, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente € um jovem e o tratamento inicia dentro de um a cinco anos da data do

diagnostico com Distrofia Muscular de Duchenne.
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67. Método, de acordo com a reivindicagéo 62, CARACTERIZADO pelo fato de que
a distrofia muscular € distrofia muscular FSH.

68. Método, de acordo com a reivindicagido 62, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente tem ALS.

69. Método, de acordo com a reivindicagdo 68, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente recebe tratamento depois do diagnéstico com ALS.

70. Método, de acordo com a reivindicagao 62, CARACTERIZADO pelo fato de que
o disturbio é caquexia associada ao cancer ou terapia de cancer.

71. Método, de acordo com a reivindicagdo 70, CARACTERIZADO pelo fato de que
o disturbio é perda muscular associada a terapia de cancer de prostata.

72. Método, de acordo com a reivindicagdo 70, CARACTERIZADO pelo fato de que
o distlurbio € perda muscular associada a um tumor.

73. Método, de acordo com a reivindicagdo 72, CARACTERIZADO pelo fato de que
o tumor é um tumor de cancer de célon.

74. Método para tratar um paciente tendo um distarbio associado a
neurodegeneragdo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar ao
paciente uma quantidade eficaz de uma preparagdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagado 61.

75. Método, de acordo com a reivindicagdo 74, CARACTERIZADO pelo fato de que
o disturbio é Esclerose Lateral Amiotréfica.

76. Método para diminuir o teor de gordura corporal ou reduzir a taxa de aumento
no teor de gordura corporal em um paciente, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéo
farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 61.

77. Método para tratar um distarbio associado ao ganho de peso corporal
indesejavel em um paciente, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar a
um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagao 61.

78. Método, de acordo com a reivindicagido 77, CARACTERIZADO pelo fato de que
o dito disturbio é selecionado do grupo que consiste de obesidade, obesidade severa ou
morbida, diabetes melitus ndo insulino-dependente (NIDDM), doenga cardiovascular,
cancer, hipertensdo, osteoartrite, acidente vascular cerebral, problemas respiratérios, e
doenga da vesicula biliar.

79. Método para reduzir colesterol e/ou triglicerideos, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéo
farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 61.

80. Meétodo para tratar sarcopenia, CARACTERIZADO pelo fato de que
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compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéo
farmacéutica de acordo com a reivindicagao 61.

81. Proteina de ActRIIB-Fc, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 5.

82. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagdo 81, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina tem um N na posi¢gdo correspondente a posi¢gdo 5 da SEQ ID
NO: 5.

83. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagido 81, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina tem um D ou um E na posi¢dao correspondente a posigdo 60 da
SEQ ID NO: 5.

84. Proteina de ActRlIIB-Fc, de acordo com a reivindicagdo 82, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina tem um D ou um E na posigdo correspondente a posigao 60 da
SEQ ID NO: 5.

85. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagdo 81, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina € um dimero.

86. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagdo 82, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina € um dimero.

87. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagédo 83, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina € um dimero.

88. Proteina de ActRIIB-Fc, de acordo com a reivindicagao 84, CARACTERIZADA
pelo fato de que a proteina € um dimero.

89. Preparagao farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende as
proteinas de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 81 a 88.

90. Método para tratar um paciente tendo um distirbio associado & perda muscular
ou crescimento insuficiente do musculo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de uma preparac¢ao farmacéutica de acordo
com a reivindicagdo 89.

91. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 paciente tem atrofia muscular.

92. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente tem uma distrofia muscular.

93. Método, de acordo com a reivindicagdo 92, CARACTERIZADO pelo fato de que
a distrofia muscular é Distrofia Muscular de Duchenne.

94. Método, de acordo com a reivindicagdo 93, CARACTERIZADO pelo fato de que
O paciente € um jovem e o tratamento inicia dentro de um a cinco anos da data do
diagnéstico com Distrofia Muscular de Duchenne.

95. Método, de acordo com a reivindicagdo 92, CARACTERIZADO pelo fato de que
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a distrofia muscular é distrofia muscular FSH.

96. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente tem ALS.

97. Método, de acordo com a reivindicagdo 96, CARACTERIZADO pelo fato de que
o paciente recebe tratamento depois do diagnéstico com ALS.

98. Método, de acordo com a reivindicagdo 90, CARACTERIZADO pelo fato de que
o distdrbio &€ caquexia associada ao cancer ou terapia de céncer.

99. Método, de acordo com a reivindicagdo 98, CARACTERIZADO pelo fato de que
o disturbio é perda muscular associada a terapia de cancer de préstata.

100. Método, de acordo com a reivindicagdo 98, CARACTERIZADO pelo fato de
que o disturbio é perda muscular associada a um tumor.

101. Método, de acordo com a reivindicagdo 100, CARACTERIZADO pelo fato de
que o tumor é um tumor de cancer de célon.

102. Método para tratar um paciente tendo um distarbio associado a
neurodegeneracdo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar ao
paciente uma quantidade eficaz de uma preparagdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagéo 89.

103. Método, de acordo com a reivindicagao 102, CARACTERIZADO pelo fato de
que o disturbio € Esclerose Lateral Amiotréfica.

104. Método para diminuir o teor de gordura corporal ou reduzir a taxa de aumento
no teor de gordura corporal em um paciente, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéo
farmacéutica de acordo com a reivindicagéao 89.

105. Método para tratar um distarbio associado ao ganho de peso corporal
indesejavel em um paciente, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar a
um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagao farmacéutica de acordo com a
reivindicagédo 104.

106. Método, de acordo com a reivindicagédo 105, CARACTERIZADO pelo fato de
que o dito disturbio é selecionado do grupo que consiste de obesidade, obesidade severa ou
moérbida, diabetes melitus n&do insulino-dependente (NIDDM), doenca cardiovascular,
cancer, hipertensdo, osteoartrite, acidente vascular cerebral, problemas respiratérios, e
doenc¢a da vesicula biliar.

107. Método para reduzir colesterol e/ou triglicerideos, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéo
farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 89.

108. Método para tratar sarcopenia, CARACTERIZADO pelo fato de que

compreende administrar a um paciente uma quantidade eficaz de uma preparagéao
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farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 107.

109. Uso de uma preparagao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de um disturbio associado a perda muscular ou crescimento insuficiente do
musculo.

110. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que é para o uso no tratamento de um disturbio associado a
perda muscular ou crescimento insuficiente do musculo.

111. Uso de uma preparagédo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de um distarbio associado a neurodegeneragéo.

112. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que € para o uso no tratamento de um disturbio associado a
neurodegeneragéo.

113. Uso de uma preparagédo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de um medicamento para
diminuir o teor de gordura corporal ou reduzir a taxa de aumento no teor de gordura corporal
em um paciente.

114. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que é para o uso na diminuigdo do teor de gordura corporal
ou redugdo da taxa de aumento no teor de gordura corporal em um paciente.

115. Uso de uma preparagio farmacéutica, de acordo com a reivindicagéo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de um disturbio associado ao ganho de peso corporal indesejavel em um
paciente.

116. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que é para o uso no tratamento de um distlurbio associado
ao ganho de peso corporal indesejavel em um paciente.

117. Uso de uma preparagdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de um medicamento para
reduzir colesterol e/ou triglicerideos.

118. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que é para o uso na redugdo de colesterol e/ou
triglicerideos.

119. Uso de uma preparagao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou
89, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricagdo de um medicamento para o

tratamento de sarcopenia.
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120. Preparagao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 61 ou 89,
CARACTERIZADA pelo fato de que é para o uso no tratamento de sarcopenia.

121. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 6,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina de ActRIIB variante compreende uma
sequéncia de aminoacidos correspondente a sequéncia de aminoacidos 25 a 131 da SEQ
ID NO: 2.

122. Proteina de ActRIIB variante, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que o aminoacido acido na posigdo 79 da SEQ ID NO: 2 é
um D.

123. Proteina de ActRlIB variante, de acordo com a reivindicagdo 16,
CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina de ActRIIB variante compreende uma
sequéncia de aminodacidos correspondente a sequéncia de aminoacidos 25 a 131 da SEQ
ID NO: 2.



Sequéncia de polipeptideo de ActRIIB soluvel humano (extracelular) designada
como SEQ ID NO: 1 (116 aa).

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GC

WLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT

Figura 1



Sequéncia precursora de ActRIIB humano designada como SEQ ID NO: 2 (NM-
_001106, 512 aa).

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRL
HC

YASWREPSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHL
PE

AGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIGGLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHED
PG

PPPPSPLVGLKPLOQLLEIKARGRFGCVWKAQLMNDFVAVKI FPLQDKQSWQSEREIF
ST

PGMKHENLLQFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAET
MS

RGLSYLHEDVPWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADFGLAVRFEPGKPP
GD

THGQVGTRRYMAPEVLEGAINFQRDAFLRIDMYAMGLVLWELVSRCKAADGPVDEYM
LP

FEEEIGQHPSLEELQEVVVHKKMRPTIKDHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLS
AG

CVEERVSLIRRSVNGTTSDCLVSLVTSVINVDLPPKESSI

Figura 2



Sequéncia de acido nucléico codificando um polipeptideo de ActRIIB solavel
humano (extracelular), designada como SEQ ID NO: 3 (348 bp).

tctgggcgtggggaggctgagacacgggagtgecatctactacaacgecaactgggagctggagecgeacce
aaccagagcggcctggagcgcectgcgaaggcgagcaggacaageggcectgecactgetacgeoctcocctggaege
aacagctctggcaccatcgagectecgtgaagaagggetgetggectagatgacttcaactgetacgatagg
caggagtgtgtggccactgaggagaacccccaggtgtacttctgetgetgtgaaggcaacttetgeaac
gagcgcttcactcatttgeccagaggctgggggecceggaagtcacgtacgageccaccececgacageceec

acc

Figura 3



Sequéncia de acido nucléico codificando uma proteina precursora de ActRIIB
humano, designada como SEQ ID NO: 4 (nucleotideos 5 a 1543 de NM_001106, 1539 bp)

atgacggcgccectgggtggeoccctegecectoctetggggategetgtggeccggectetgggegtggggag
gctgagacacgggagtgcatctactacaacgccaactgggagetggagecgcaccaaccagageggectg
gagcgctgcgaaggcgagcaggacaagecggcectgecactgectacgecteoceoctggeogcaacagectectggecace
atcgagctocgtgaagaagggctgcectggcectagatgacttcaactgctacgataggcaggagtgtgtggece
actgaggagaacccccaggtgtacttctgectgetgtgaaggcaacttectgcaacgagecgettcactecat
ttgccagaggctgggggcccggaagtcacgtacgagccacceoceocgacageccccaccetgectecacggtyg
ctggcctactcactgectgcccatecgggggecctttecocctcatcgtectgoctggectttttggatgtacecgg
catcgcaagcccoccectacggtcatgtggacatccatgaggacecctgggectceccaccaccatccecteotg
gtgggcctgaagccactgcagctgctggagatcaaggctecgggggegetttggectgtgtetggaagygece
cagctcatgaatgactttgtagectgtcaagatctteccactecaggacaagecagtegtggecagagtgaa
cgggagatcttcagcacacctggecatgaagcacgagaacctgectacagttecattgectgocecgagaagcga
ggctccaacctcgaagtagagctgtggetcatcacggecttccatgacaagggctecctcacggattac
ctcaaggggaacatcatcacatggaacgaactgtgtcatgtagcagagacgatgtcacgaggectctca
tacctgcatgaggatgtgcecctggtgecgtggegagggccacaageocgtcectattgeccacagggacttet
aaaagtaagaatgtattgctgaagagcgacctcacageccgtgectggectgactttggecttggectgttcecga
tttgagccagggaaacctccaggggacacccacggacaggtaggcacgagacggtacatggectcecectgag
gtgctcgagggagccatcaacttceccagagagatgeccttecectgegcattgacatgtatgeccatggggttyg
gtgctgtgggagcttgtgtctcgectgcaaggectgecagacggaccegtggatgagtacatgectgecocttt
gaggaagagattggccagcaccecctteocgttggaggagectgcaggaggtggtggtgcacaagaagatgagg
cccaccattaaagatcactggttgaaacaccegggectggececagetttgtgtgaccatecgaggagtge
tgggaccatgatgcagaggctcecgecttgteocegegggectgtgtggaggagegggtgtecctgattcggagg
tcggtcaacggcactacctecggactgtcectegtttocectggtgacctectgtcaccaatgtggacctgecce

cctaaagagtcaagcatctaa

Figura 4
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Média de pesos corporais — CT26 implantadas em camundongos machos BALB/c
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Figura 11
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RESUMO
“VARIANTES DERIVADAS DE ACTRIIB E SEUS USOS”

Em certos aspectos, a presente invencdo fornece composi¢cdes e métodos para
modular (promover ou inibir) o crescimento de um tecido, tal como ossos, cartilagens,
musculos, gorduras, e/ou tecido neuronal. A presente invengdo também fornece métodos de
triar compostos que modulam a atividade de uma proteina de ActRIIB e/ou um ligante de
ActRIIB. As composigbes e métodos fornecidos neste relatério sdo Uteis no tratamento de
doengas associadas a atividade anormal de uma proteina de ActRIIB e/ou um ligante de
ActRIIB.



Listagem de Sequéncia

<110> ACCELERON PHARMA INC.
<120> “VARIANTES DERIVADAS DE ACTRIIB E SEUS USOS”
<130> PHPH-024-WOl

<140> PCT/US2008/001506
<141> 2008-02-04

<150> 60/899, 304
<151> 2007-02-02

<150> 60/927,088
<151> 2007-05-01

<150> 60/931,880
<151> 2007-05-25

<160> 25

<170> Patente na versdo 3.3

<210> 1
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala
1 5 10 15
Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu
20 25 30
Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyx Ala Ser Trp Arg Asn Serx
35 40 45
Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe
50 55 60
Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln
65 70 75 80
Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr
85 90 95
His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro
100 105 110
Thr Ala Prc Thr
115
<210> 2
<211> 512

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2



Met

Pro

Asn

Cys

Asn

65

Asp

Pro

Phe

Pro

Pro

1435

Arg

Gly

Leu

Leu

Gln

225

Leu

Leu

His

Val
305

Thr

Gly

Ala

Glu

50

Ser

Phe

Gln

Thx

Pro

130

Ile

His

Pro

Glu

Met

210

Ser

Glu

Glu

Thx

Val

290

Pro

Ala

Ser

Asn

35

Gly

Ser

Asn

Val

His

115

Thr

Gly

Arg

Pro

Ile

195

Asn

Trp

Asn

Val

Asp

275

Ala

Trp

Pro

Gly

20

Trp

Glu

Gly

Cys

Tyr

100

Leu

Ala

Gly

Lys

Pro

180

Lys

Asp

Gln

Leu

Glu

260

Tyr

Glu

Cys

Trp

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

85

Phe

Pro

Pro

Leu

Pro

165

Pro

Ala

Phe

Ser

Leu

245

Leu

Leu

Thr

Arg

Val

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Asp

Cys

Glu

Thr

Ser

150

Pro

Ser

Arg

Val

Glu

230

Gln

Trp

Lys

Met

Gly
310

Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Arg

Cys

Ala

Leu

135

Leu

Tyr

Pro

Gly

Ala

215

Arg

Phe

Leu

Gly

Ser

295

Glu

Leu

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

Ile

Gly

Leu

Arg

200

vVal

Glu

Ile

Ile

Asn

280

Arg

Gly

Ala

Glu

25

Thr

Leu

Val

Glu

Glu

105

Thr

vVal

His

val

185

Phe

Lys

Ile

Ala

Thr

265

Ile

Gly

Bis

Leu

10
Thr
Asn
His
Lys
Cys

90
Gly
Pro
val
Leu
Val
170
Gly
Gly
Ile
Phe
Ala
250
Ala
Ile

Leu

Lys

Leu

Arg

Gln

Cys

Lys

15

Val

Asn

Glu

Leu

Leu

155

Asp

Leu

Cys

Phe

Ser

235

Glu

Phe

Thr

Ser

Pro
315

Trp

Glu

Ser

Tyr

60

Gly

Ala

Phe

val

Ala

140

Ala

Ile

Lys

val

Pro

220

Thr

Lys

His

Trp

Tyr

300

Ser

Gly

Cys

Gly

45

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

125

Tyr

Phe

His

Pro

Trp

205

Leu

Pro

Arg

Asp

Asn

285

Leu

Ile

Ser

Ile

30

Leu

Ser

Trp

Glu

Asn

110

Tyr

Ser

Trp

Glu

Leu

190

Lys

Gln

Gly

Gly

Lys

270

Glu

His

Ala

Leu

15

Tyr

Glu

Trp

Leu

Glu

95

Glu

Glu

Leu

Met

Asp

175

Gln

Ala

Asp

Met

Ser

255

Gly

Leu

Glu

His’

Trp

Tyx

Arg

Arg

Asp

80

Asn

Arg

Pro

Leu

Tyr

160

Pro

Leu

Gln

Lys

Lys

240

Asn

Ser

Cys

Asp

Arg
320



Asp

Pro

Tyr

Ala

380

Leu

Leu

Gln

Trp

Cys

460

Glu

Cys

Lys

Leu

Gly

Met

365

Phe

Val

Pro

Glu

Leu

445

Trp

Arg

Leu

Glu

Thr

Lys

350

Ala

Leu

Ser

Phe

Val

430

Lys

Asp

Val

val

Ser
510

Asp Phe Lys Ser Lys Asn Val Leu Leu Lys Ser
325 330
Leu Ala Asp Phe Gly Leu Ala Val Arg Phe Glu
340 345
Gly Asp Thr His Gly Gln Val Gly Thr Arg Arg
355 360
Val Leu Glu Gly Ala Ile Asn Phe Gln Arg Asp
370 375
Asp Met Tyr Ala Met Gly Leu Val Leu Trp Glu
385 390 385
Lys Ala Ala Asp Gly Pro Val Asp Glu Tyr Met
405 410
Glu Ile Gly Gln His Pro Ser Leu Glu Glu Leu
420 425
His Lys Lys Met Arg Pro Thr Ile Lys Asp His
435 440
Gly Leu Ala Gln Leu Cys Val Thr Ile Glu Glu
450 455
Ala Glu Ala Arg Leu Ser Ala Gly Cys Val Glu
465 470 475
Ile Arg Arg Ser Val Asn Gly Thr Thr Ser Asp
485 490
Val Thr Ser Val Thr Asn Val Asp Leu Pro Pro
500 505
<210> 3
<211> 348
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3
tctgggcgtg gggaggctga gacacgggag tgcatctact
gagcgcacca accagagcegg cctggagcege tgcgaaggceg
tgctacgcct cctggcgcaa cagctctgge accatcgagce
ctagatgact tcaactgcta cgataggcag gagtgtgtgg
gtgtacttct gctgctgtga aggcaacttc tgcaacgagc
gctgggggcc cggaagtcac gtacgagcca cccccgacad
<210> 4
<211> 1539
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 4
atgacggcgec cctgggtggec cctcecgcectec ctctggggat
cgtggggagg ctgagacacg ggagtgcatc tactacaacg
accaaccaga gcggcctgga gcgctgcgaa ggcgagcagg
gcectecctgge gcaacagctc tggcaccatc gagctcgtga

acaacgccaa
agcaggacaa
tcgtgaagaa
ccactgagga
gcttcactca
ccececcecacce

cgctgtggece
ccaactggga
acaagcggcet
agaagggctg

Ala Vval

335

Pro Pro

Pro Glu

Arg Ile

Arg Cys

400
Glu Glu
415

Val Vval

His Pro
His

Asp

Leu
480

Ser

Ser Leu

495

Ser Ile

ctgggagctyg
gcggctgcac
gggctgetgg
gaaccecceceag
tttgccagag

cggctctggg
gctggagcgce
gcactgctac
ctggctagat

60

120
180
240
300
348

60

120
180
240



gacttcaact
ttctgctgct
ggcccggaag
tactcactgc
cggcategeca
ccatccccetce
tttggctgtg
ctccaggaca
cacgagaacc
ctgtggctca
atcatcacat
ctgcatgagg
gactttaaaa
ggcttggcetg
acgagacggt
ttcectgegea
aaggctgcag
cacccttegt
aaagatcact
tgggaccatg
attcggaggt
accaatgtgg

<210> 5

<211> 343
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 5
Gly Arg
1

Gly

Trp Glu Leu

Glu Gln Asp

35

Thr
50

Gly Ile

Cys
65

Tyr Asp

Tyr Phe Cys

Leu Pro Glu

Ala Thr

115

Pro

Glu Leu Leu

130

gctacgatag
gtgaaggcaa
tcacgtacga
tgcccatcgg
agcccceccta
tggtgggcct
tctggaaggc
agcagtcgtg
tgctacagtt
tcacggecctt
ggaacgaact
atgtgccctg
gtaagaatgt
ttcgatttga
acatggctcc
ttgacatgta
acggacccgt
tggaggagct
ggttgaaaca
atgcagaggc
cggtcaacgg
acctgcccce

Glu Ala

Glu
20

Arg

Lys Arg

Glu Leu

Arg Gln

Cys Cys

85

Ala
100

Gly

Gly

Gly Gly

Glu

Thr

Leu

Val

Glu

70

Glu

Gly

Gly

Pro

gcaggagtgt
cttctgcaac
gccaccceccg
gggcectttcce
cggtcatgtg
gaagccactg
ccagctcatg
gcagagtgaa
cattgctgcc
ccatgacaag
gtgtcatgta
gtgccgtggce
attgctgaag
gccagggaaa
tgaggtgctc
tgccatgggg
ggatgagtac
gcaggaggtg
cccgggectg
tcgcttgtec
cactacctcg
taaagagtca

Sequéncia Atrtificial

Thr Arg

Asn Gln

His Cys

40

Lys
55

Lys

Cys Vval

Gly Asn

Pro Glu

Thr His

120
Ser Val
135

Glu

Ser

Tyr

Gly

Ala

Phe

val

105

Thr

Phe

gtggccactg
gagcgcttca
acagcceccca
ctcatcgtcc
gacatccatg
cagctgcectgg
aatgactttg
cgggagatct
gagaagcgag
ggctccctca
gcagagacga
gagggccaca
agcgacctca
ccteccagggg
gagggagcca
ttggtgctgt
atgctgccct
gtggtgcaca
gcccagcttt
gcgggctgtg
gactgtctcg
agcatctaa

Cys Ile

10

Gly Leu
25

Ala Ser

Cys Trp

Glu
75

Thr

Cys Asn

S0

Thr Tyr

Cys Pro

Leu Phe

aggagaaccc
ctcatttgcc
ccctgectcac
tgctggcctt
aggaccctgg
agatcaaggc
tagctgtcaa
tcagcacacc
gctccaacct
cggattacct
tgtcacgagg
agccgtctat
cagccgtgcect
acacccacgg
tcaacttcca
gggagcttgt
ttgaggaaga
agaagatgag
gtgtgaccat
tggaggagcg
tttccectggt

Descrigdo da Sequéncia Artificial: Constructo sintético

Tyr Tyr

Glu Arg

Txp Axg

45

Leu
60

Asp

Glu Asn

Glu Arg

Glu Pro

Pro Cys

125
Pro Pro
140

Asn

Cys

30

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

110

Pro

Lys

ccaggtgtac
agaggctggg
ggtgctggec
ttggatqgtac
gcctccacca
tcgggggege
gatcttccca
tggcatgaag
cgaagtagag
caaggggaac
cctctcatac
tgcccacagg
ggctgacttt
acaggtaggc
gagagatgcc
gtctcgctge
gattggccag
gcccaccatt
cgaggagtgc
ggtgtccctg
gacctctgtc

Ala
15

Asn

Glu Gly

Ser Serxr

Phe Asn

Gln val

80

Thr
95

His
Thx

Prxo

Ala Pro

Pro Lys

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1539



Asp

145

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

225

Glu

Asn

Ile

Thrx

Lys

305

Cys

Leu

Thr

Val

vVal

Ser

Leu

210

Val

Pro

Gln

Ala

Thr

290

Leu

Ser

Ser

<210> 6
<211> 5

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 6
Thr Gly Gly Gly Gly

1

<210> 7
<211> 21

<212>
<213>

<400> 7

Leu

Ser

Glu

Thr
195

Asn

Pro

Gln

Val

val

275

Pro

Thxr

vVal

Leu

PRT
Sequéncia Artificial

PRT
Apis mellifera

Met

His

vVal

180

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

260

Glu

Pro

Val

Met

Ser
340

Ile

Glu

165

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

245

Leu

Trp

Val

Asp

His

325

Pro

5

Ser

150

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

230

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

310

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

215

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

285

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

200

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

280

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

185

Val

Cys

Ser

Pro

Val

265

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Lys

170

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

250

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
330

Val

155

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
235

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

315

His

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

220

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

300

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

205

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

285

Phe

Asn

Thr

Descrigdo da Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

Val

Tyr

Glu

180

His

Lys

Gln

Met

Pro

270

Asn

Leu

Val

Gln

val

Val

175

Gln

Gln

Ala

Pro

Thx

255

Ser

Tyr

Tyxr

Phe

Lys
335

Val

160

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

240

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

320

Serx



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

1

5

Ser Tyr Ile Tyr Ala

<210> 8
<211> 22
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

20

plasminogénio

<400> 8

Organismo desconhecido

i0

Descrigdo do organismo desconhecido: ativador tecidual do

15

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
5

1

Ala Val Phe Val Ser Pro

<210> 9
<211> 20
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 9

20

Organismo desconhecido

10

Descrigao do organismo desconhecido: peptideo nativo

15

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

1

5

Ser Ser Gly Ala

<210> 10

<211> 1107
<212> DNA
<213>

<22C>
<223>

<400> 10

atggatgcaa
tcgcccggcg
aactgggagc
aagcggctgc
aagggctgct
gagaacccce
catttgccag
ggtggtggaa
gtcttcctcect
acatgcgtgg
gacggcgtgg

20

tgaagagagg
cctectgggeg
tggagcgcac
actgctacgce
ggctagatga
aggtgtactt
aggetggggy
ctcacacatg
tccececccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa

Sequéncia Artificial

gctctgctgt
tggggaggct
caaccagagc
ctcctggogce
cttcaactgc
ctgctgctgt
cccggaagtce
cccaccgtgce
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca

10

gtgctgctge
gagacacggg
ggcctggagce
aacagctctg
tacgataggc
gaaggcaact
acgtacgagc
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg

Descricdo da sequéncia artificial: constructo sintético

tgtgtggagc
agtgcatcta
gctgcgaagg
gcaccatcga
aggagtgtgt
tctgcaacga
caccceecgac
aactcctggg
tcteceecggac
tcaagttcaa
aggagcagta

15

agtcttcgtt
ctacaacgcc
cgagcaggac
gctcgtgaag
ggccactgag
gcgcttcact
agcccecceccecacce
gggaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



taccgtgtgg tcagcgtcect caccgtcctg caccaggact ggctgaatgg caaggagtac
aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca gtccccatcg agaaaaccat ctccaaagcc
aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac accctgecccec catcccggga ggagatgacc
aagaaccagg tcagcctgac ctgcctggtc aaaggcttct atcccagcga catcgecgtg
gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga ccacgcctcce cgtgctggac
tccgacgget cecttecttect ctatagcaag ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag
gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgcat gaggctctgc acaaccacta cacgcagaag
agcctctcece tgtctcecggg taaatga
<210> 11
<211> 6
<212> PRT
<213> sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: peptideo sintético
<400> 11
Gly Arg Gly Glu Ala Glu
1 5
<210> 12
211> 344
<212> PRT
<213> gequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: constructo sintético
<400> 12
Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala
1 5 10 15
Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leun Glu Arg Cys Glu
20 25 30
Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser
35 40 45
Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe
50 55 60
Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln
65 70 75 80
Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr
85 90 95
His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro
100 105 110
Thr Ala Pro Thr Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
115 120 125
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Prc Lys Pro
130 : 135 140

720
780
840
800
960
1020
1080
1107



Lys

145

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

225

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

305

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

2190

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

290

Lys

Cys

Leu

<210> 13
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222> (4

<223>

<220>

<221>

<222> (1

<223>

<220>

<221>

Thr

Val

val

Ser

195

Leu

vVal

Pro

Gln

Ala

275

Thx

Leu

Ser

Ser

5

PRT
Sequéncia Artificial

3)

00)

Leu

Ser

Glu

180

Thx

Asn

Pro

Gln

val

260

Val

Pro

Thr

Val

Leu
340

MOD_RES

Asp or Ala

MOD RES

Lys or Ala

MOD_RES

Met

His

165

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

245

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

325

Serxr

Ile

150

Glu

His

BArxg

Lys

Glu

230

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

310

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

215

Lys

Thxr

Thr

Glu

Leu

295

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

vVal

200

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

280

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

185

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

265

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

170

Thx

Val

Cys

Ser

Pro

250

Val

Gly

Asp

Trp

His
330

Glu

155

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

235

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

315

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

vVal

220

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

300

Gln

His

Thr

Asn

Arg

Val

205

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

285

Phe

Gly

Tyx

Descrigdo da sequéncia artificial: constructo sintético

Cys

Trp

Glu

190

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

270

Asn

Phe

Asn

Thr

val
Tyrxr
175

Glu

His

Lys

Gln

Met

255

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
338

Val

160

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

240

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

320

Lys



<222> (212)
<223> Asn oxr Ala

<400> 13
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
1 5 10 15

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
20 25 30

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Xaa Val Ser His Glu Asp
35 40 45

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
50 55 60

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
65 70 75 80

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
85 S0 95

Tyr Lys Cys Xaa Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys
100 105 110

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
115 120 125

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
130 135 140

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
145 150 155 160

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
165 170 175

Asp Ser Asp Gly Pro Phe Phe Leu Tyx Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
180 185 120

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
195 200 205

Ala Leu Ris Xaa His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
210 215 220

Lys
225

<210> 14
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: peptideo sintético

<400> 14
Ser Gly Gly Gly Gly



<210>

<211> 6

<212>
<213>

<220>
<223>

15

PRT
Sequéncia Artificial

10

Descricdo da sequéncia artificial: Tag 6xHis sintética

<400> 15
His His His His His His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

16
368
PRT

Sequéncia Artificial

<400> 16
Met Asp Ala

1

Ala

Arg

Gln

Cys

65

Lys

Val

Asn

Glu

His

145

Val

Val

Glu

Sex

50

Tyr

Gly

Ala

Phe

Val

130

Thr

Phe

Phe

Cys

35

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

115

Thr

Cys

Leu

Met

Val

20

Ile

Leu

Ser

Trp

Glu

100

Asn

Tyr

Pro

Phe

5

Lys

Ser

Tyr

Glu

Trp

Leu

85

Glu

Glu

Glu

Pro

Pro
165

Arg

Pro

Tyr

Arg

Arg

70

Asp

Asn

Arg

Pro

Cys

150

Prc

Gly Leu Cys

Gly

Asn

Cys

55

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

135

Pro

Lys

Ala

Ala

40

Glu

Ser

Phe

Gln

Thr

120

Pro

Ala

Pro

Ser

25
Asn
Gly

Ser

Asn

Val

105

His

Thr

Pro

Lys

Cys

10

Gly

Trp

Glu

Gly

Cys

90

Tyr

Leu

Ala

Glu

Asp
170

Val

Arg

Glu

Gln

Thr

75

Tyr

Phe

Pro

Pro

Leu

155

Thr

Leu

Gly

Leu

Asp

60

Ile

Asp

Cys

Glu

Thr

140

Leu

Leu

Descri¢do da sequéncia artificial: constructo sintético

Leu

Glu

Glu

45

Lys

Glu

Arg

Cys

Ala

125

Gly

Gly

Met

Leu

Ala

30

Arg

Arg

Leu

Gln

Cys

110

Gly

Gly

Gly

Ile

Cys

15

Glu

Thr

Leu

Val

Glu

95

Glu

Gly

Gly

Pro

Ser
175

Gly

Thr

Asn

His

Lys

8O

Cys

Gly

Pro

Thr

Ser

160

Arg



Thxr

Glu

Lys

Ser

225

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

305

Ser

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro

val

Thr

210

Val

Cys

Ser

Pro

Val

290

Gly

Asp

Trp

His

17

116
PRT
Homo sapiens

17

Glu

Lys

195

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

275

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
355

Val

180

Phe

Pro

Thr

val

Ala

260

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

340

His

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

245

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

325

Gly

Tyxr

Ile Leu Gly Arg Ser

1

Trp

Asp

Gly

Cys

65

Tyr

Glu

Lys

Ser

50

Tyr

Phe

Lys
Asp

35
Ile

Asp

Cys

Asp

20

Lys

Glu

Arg

Cys

5

Arg

Arg

ile

Thx

Cys

85-

Cys

Trp

Glu

Leu

230

Asn

Gly

Glu

Tyxr

Asn

310

Phe

Asn

Thr

Glu

Thr

Arg

Val

Asp

70

Glu

vVal

Tyr

Glu

215

His

Lys

Gln

Met

Pro

255

Asn

Leu

Val

Gln

Thr

Asn

His

Lys

55

Cys

Gly

11

val

vVal

200

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

280

Ser

Tyxr

Tyxr

Phe

Lys
360

Gln

Gln

Cys

40

Gln

val

Asn

Val

i85

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

265

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

345

Ser

Glu

Thr

25

Phe

Gly

Glu

Met

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

250

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

330

Cys

Leu

Cys
10

Gly.

Ala

Cys

Lys

Cys
30

vVal

Val

Ser

Leu

235

Val

Pro

Gln

Ala

Thr

315

Leu

Ser

Ser

Leu

Val

Thr

Trp

Lys

75

Asn

Ser

Glu

Thr

220

Asn

Pro

Gln

Val

vVal

300

Pro

Thr

val

Leu

Phe

Glu

Trp

Leu

&0

Asp

Glu

His

Val

205

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

285

Glu

Pro

Val

Met

Ser

365

Phe

Pro

Lys

45

Asp

Ser

Lys

Glu

190

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

270

Leu

Trp

Val

Asp

His

350

Pro

Asn

Cys

30

Asn

Asp

Pro

Phe

Asp

Asn

vVal

Glu

Lys

255

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

335

Glu

Gly

Ala

15

Tyr

Ile

Ile

Glu

Ser
95

Pro

Ala

val

Tyr

240

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

320

Ser

Ala

Lys

Asn

Gly

Ser

Asn

Val

80

Tyr



12

Phe Pro Glu Met Glu VvVal Thr Gln Prc Thr Ser Asn Pro Val Thr Pro

100

Lys Pro Pro Thr

115

<210> 18
<211> 115
<212> PRT

<213>

<400> 18
Gly Arg Gly Glu Ala

1

Trp

Glu

Gly

Cys

65

Tyxr

Leu

Ala

Glu Leu

Gln Asp
35

Thr Ile
50

Tyr Asp
Phe Cys

Pro Glu

Pro Thr
115

<210> 19
<211> 150
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 19

Met
1

Ala

Asn

Cys

Asn

65

Asp

Thr Ala

Gly Ser

Ala Asn
35

Glu Gly
50

Sex Ser

Phe Asn

Homo sapiens

5

Glu Arg
20

Lys Arg

Glu Leu

Arg Gln

Cys Cys

85

Ala Gly
100

Pro Trp
5

.Gly Arg

20

Trp Glu

Glu Gln

Gly Thr

Cys Tyr
85

Glu

Thr

Len

Val

Glu

70

Glu

Gly

Ala

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Asp

Thr

Asn

His

Lys

55

Cys

Gly

Pro

Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Arg

Arg

Gln

Cys

40

Lys

Val

Asn

Glu

Leu

Ala

Arg

40

Arg

Leu

Gln

105

Glu

Ser

25

Tyr

Gly

Ala

Phe

Val
105

Ala

Glu

25

Thr

Leu

Val

Glu

Cys

10
Gly
Ala
Cys
Thx
Cys

90

Thxr
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Trp
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Glu
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PRT
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Met Thr Ala Pro Trp
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Ala Gly Ser Gly Arg
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Asn Ala Asn Trp Glu
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85
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Phe Thr His Leu Pro

115
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<212>
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PRT
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Trp Arg Asn Asn Ser

€5

150

Ala

Gly

Leu

Asp

Ile

70

Asp

Cys

Glu

Thr

Ser
150

Ala

His

Glu

Lys

Gly
70

Ala

Glu

Glu

Lys

55

Glu

Arg

Cys

Ala

Leu
135

Leu

Asp

Leu

Lys

55

Phe

15

Leu

Ala

Arg

40

Axrg

Leu

Gln

Cys

Gly

120

Leu

Thr

Glu

Glu

40

Asp

Ile

Ala

Glu

25

Thr

Leu

val

Glu

Glu

105

Gly

Thr

Phe

Val

25

Lys

Lys

Glu

Leu

20

Thr

Asn

His

Lys

Cys

a0

Gly

Pro

val

Leu

10

Glu

Thr

Arg

Leu

Leu

Arg

Gln

Cys

Lys

75

Vval

Asn

Glu

Leu

Leu

Thx

Asn

Leu

val
75

Trp

Glu

Ser

Tyr

60

Gly

Ala

Phe

Val

Ala
140

Leu

Arg

Gln

His

60

Lys

Gly

Cys

Gly

45

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

125

Tyr

Leu
Glu
Ser

45

Cys

Lys

Ser
Ile

30
Leu
Ser
Trp
Glu
Asn
110

Tyx

Ser

Ala
Cys

30
Gly

Tyr

Gly

Leu

15

Tyr

Glu

Trp

Leu

Glu

95

Glu

Glu

Leu

Thr

15

Ile

Val

Ala

Cys

Cys

Tyr

Arg

Arg

Asp

80

Asn

Arg

Pxro

Leu

Phe

Tyx

Glu

Ser

Trp
80



Leu Asp Asp Phe Asn
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Met Gly Ala Ala Ala

1
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35

Pro Cys Tyr Gly Asp
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Lys Asn Ile Ser Gly
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Pro Val Thr Pro Lys
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145

Cys

Phe
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Lys
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Glu
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Glu
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Glu
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Ser
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