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DESCRIPCION
Antagonistas de activina-actrii y usos para el tratamiento de trastornos dseos y otros trastornos
1. Introduccién

En el presente documento se proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en métodos para el tratamiento de
trastornos 6seos que estan asociados a enfermedad renal, tal como trastorno mineral y 6seo asociado a la enfermedad
renal cronica ("CKD-MBD"), donde los métodos comprenden la administracion de el inhibidor de ActRIl a un sujeto
que necesita el tratamiento. En el presente documento también se proporcionan composiciones para su uso en el
tratamiento de trastornos dseos de bajo recambio donde los métodos comprenden la administracién de inhibidores de
Activina-ActRIl a un sujeto que necesite el tratamiento. En el presente documento también se proporcionan
composiciones para su uso en el tratamiento de trastornos éseos que estan asociados a enfermedad renal y
composiciones para su uso en el tratamiento de trastornos éseos de bajo recambio y calcificacién vascular.

2. Antecedentes

El crecimiento y la mineralizaciéon 6seos dependen de las actividades de dos tipos de células, los osteoclastos y los
osteoblastos, aunque los condrocitos y las células de la vasculatura también participan en aspectos criticos de estos
procesos. A nivel de desarrollo, la formacion de hueso se produce mediante dos mecanismos, la osificacion
endocondral y |a osificacion intramembranosa, siendo el primero responsable de la formacion longitudinal del hueso y
el dltimo responsable de la formaciéon de huesos topolégicamente planos tales como los huesos del craneo. La
osificacién endocondral requiere la formacién y degradacion secuenciales de estructuras cartilaginosas de las placas
de crecimiento que sirven como moldes para la formacion de osteoblastos, osteoclastos, la vasculatura y la posterior
mineralizacion. Durante la osificacion intramembranosa, se forma hueso directamente en los tejidos conjuntivos.
Ambos procesos requieren la infiltracion de osteoblastos y posterior deposicion en la matriz.

La enfermedad renal cronica esta asociada a un deterioro progresivo de la homeostasis mineral, con una alteracion
de las concentraciones de fésforo y calcio normales en el suero y los tejidos, y a cambios en las hormonas circulantes,
tales como la hormona paratiroidea, la 25-hidroxivitamina D, la 1,25-dihidroxivitamina D, otros metabolitos de la
vitamina D, el factor de crecimiento fibroblastico 23 y la hormona del crecimiento. Véase, Chronic Kidney Disease-
Mineral and Bone Disorder (CKD-MBD), Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD-MBD Work
Group, In: Kidney Int Suppl. (2009) 76 (Suppl 113):S1-130, pagina S3. La homeostasis mineral y hormonal alterada
en la enfermedad renal crénica es critica para la formacion inicial de hueso durante el crecimiento (modelado 6seo) y
para la estructura y funcién del hueso durante la edad adulta (remodelado 6seo). Como resultado, los pacientes con
enfermedad renal cronica presentan anomalias 6seas. Ademas, de forma similar, debido a la alteracion de las
funciones mineral y endocrina, los pacientes con enfermedad renal crénica pueden presentar calcificacion
extraesquelética. Estos sindromes se denominan trastornos minerales y éseos asociados a la enfermedad renal
cronica («CDK-MBD»).

El hueso experimenta un recambio constante. El recambio éseo es el proceso de resorcidn y posterior sustitucion de
hueso. Los osteoblastos y osteoclastos son las células necesarias para el recambio éseo. La enfermedad 6sea de
bajo recambio y la enfermedad 6sea adinamica se caracterizan por una resorcion y sustitucién de hueso reducidas o
inexistentes. Los CKD-MBD se pueden caracterizar por un bajo recambio o huesos adinamicos. (Chronic Kidney
Disease-Mineral and Bone Disorder (CKD-MBD), Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD-MBD
Work Group, In: Kidney Int Suppl. (2009) 76 (Suppl 113):S1-130, pagina S34).

El aumento de los niveles de calcio en la vasculatura puede derivar en calcificacion vascular, una afeccion
caracterizada por un mayor endurecimiento de los vasos. Los pacientes con calcificacion vascular tienen mayor riesgo
de sufrir infarto de miocardio y la calcificacion vascular es especialmente prevalente en pacientes que sufren
enfermedades renales, por ejemplo, CKD-MBD. Véase, p. €j., Shanahan y col., 2011, Circ. Res. 109:697-711.

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

3. Resumen

La invencion proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en un método para tratar el trastorno mineral y 6seo
asociado a la enfermedad renal créonica (CKD-MBD) en un sujeto, donde dicho inhibidor de ActRII es un polipéptido
que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste de:

a) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
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b) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
c) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
d) SEQ ID NO:2;

e) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
f) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
g) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
h) SEQ ID NO:3;

i) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:7;

j) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:7;

k) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:7;

l) SEQ ID NO:7;

m) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
n) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
0) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
p) SEQ ID NO:12;

q) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
r) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
s) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
t) SEQ ID NO:17;

u) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
v) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
w) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
x) SEQ ID NO:20;

y) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
z) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
aa) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
bb) SEQ ID NO:21;

cc) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
dd) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
ee) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
ff) SEQ ID NO:23;

g9) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:25;
hh) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:25;
ii) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:25; y
i) SEQ ID NO:25.

En lo sucesivo en el presente documento, el inhibidor de ActRII en el contexto de la invencion se refiere al inhibidor
de ActRIl como se ha definido anteriormente.

ES 2 884 095 T3
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En ciertas realizaciones, los métodos en el contexto de la invencidon son para tratar un trastorno éseo adinamico en
un sujeto, donde el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRII
a un sujeto que necesita el tratamiento del trastorno 6éseo adindmico. Ademas, los métodos para tratar una forma de
trastorno éseo adinamico de CKD-MBD en un sujeto comprenden administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de un inhibidor de ActRlIl a un sujeto que necesite tratamiento de la forma de trastorno 6seo adinamico de CKD-MBD.

En ciertas realizaciones mas especificas, el trastorno éseo adinamico se caracteriza por la ausencia de incorporacion
de tetraciclina en el hueso mineralizado.

En ciertas realizaciones, los métodos en el contexto de la invencién son para tratar una forma de CKD-MBD de bajo
recambio 6seo en un sujeto, donde el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
inhibidor de ActRIl a un sujeto que necesita el tratamiento de la forma con bajo recambio 6seo de CKD-MBD. En una
realizacién mas especifica, la forma de bajo recambio éseo de CKD-MBD es la osteomalacia.

En ciertas realizaciones, los métodos en el contexto de la invencidon son para tratar un trastorno éseo caracterizado
por hiperfosfatemia en un sujeto, donde el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de
un inhibidor de ActRIl a un sujeto que necesita el tratamiento del trastorno 6seo caracterizado por hiperfosfatemia.

En ciertas realizaciones, los métodos en el contexto de la invencion son para tratar la calcificacion aterosclerética en
un sujeto, donde el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRII
a un sujeto que necesita el tratamiento de la calcificacion aterosclerotica.

En ciertas realizaciones, los métodos son para tratar a un sujeto que tiene una enfermedad renal, donde el método
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRII a un sujeto que necesita el
tratamiento de la enfermedad renal. En una realizacion mas especifica, la enfermedad renal es fibrosis renal.

En una realizacién especifica, el método en el contexto de la invencion es para tratar la calcificacién extraesquelética
en un sujeto, donde dicho método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de
ActRII al sujeto. En otra realizacién especifica, el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un inhibidor de ActRlII al sujeto.

En realizaciones especificas, la calcificacion extraesquelética tratada o prevenida en un sujeto por los métodos
descritos en el presente documento es la calcificacién vascular, es decir, la acumulacién de sales de calcio en la
vasculatura del sujeto, por ejemplo, la calcificacion de las arterias del sujeto.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de ActRIl que se puede usar con los métodos proporcionados en el presente
documento es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:
90 % idéntica a la SEQ ID NO:2; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:2; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:2; SEQ ID NO:2;
90 % idéntica a la SEQ ID NO:3; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:3; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:3;
90 % idéntica a la SEQ ID NO:7; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:7; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:7; SEQ ID NO:7;
90 % idéntica ala SEQ ID NO:12; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:12; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:12; SEQ ID NO:12;
90 % idéntica ala SEQ ID NO:17; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:17; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:17; SEQ ID NO:17;
90 % idéntica a la SEQ ID NO:20; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:20; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:20; SEQ ID NO:20;
90 % idéntica a la SEQ ID NO:21; 95 % idéntica a la SEQ ID NO:21; 98 % idéntica a la SEQ ID NO:21; y SEQ ID
NO:21. En una realizacion mas especifica, el inhibidor de ActRIl es un polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:7. En una realizacion méas especifica, el inhibidor de ActRIl se administra por via
parenteral.

En una realizacion especifica, el inhibidor de ActRIl que puede usarse con los métodos proporcionados en el presente
documento es un inhibidor de ActRIIA, donde el inhibidor de ActRIIA comprende o consiste en un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en: a. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:2; b. un
polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:2; c. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID
NO:2; d. SEQ ID NO:2; e. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:3; f. un polipéptido al menos un
95 % idéntico a la SEQ ID NO:3; g. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:3; h. SEQ ID NO:3; m.
un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:7; n. un polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID
NO:7; 0. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:7; p. SEQ ID NO:7; g. un polipéptido al menos un
90 % idéntico a la SEQ ID NO:12; r. un polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:12; s. un polipéptido al
menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:12; y t. SEQ ID NO:12. En una realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIA
es un polipéptido que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:7.

En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIl que puede usarse con los métodos proporcionados en el presente
documento es un inhibidor de ActRIIB, donde el inhibidor de ActRIIB comprende o consiste en un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en: a. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:17 0 23, b. un
polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:17 o 23, c. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ
ID NO:17 0 23, d. SEQ ID NO:17 0 23, e. un polipéptido un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:20, 21 o 25, f. un polipéptido
un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:20, 21 0 25, g. un polipéptido un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:20, 21 0 25y h. SEQ
ID NO:20, 21 0 25. En una realizacién especifica, el inhibidor de ActRIIB es un polipéptido que comprende o consiste
en la SEQ ID NO:23. En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIB es un polipéptido que comprende o consiste
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en la SEQ ID NO:25.

En otra realizacién especifica, un inhibidor de ActRIIA y un inhibidor de ActRIIB pueden usarse en los métodos
proporcionados en el presente documento (por ejemplo, puede usarse una composicion que comprende un inhibidor
de ActRIIA y un inhibidor de ActRIIB; o pueden administrarse, por separado, tanto un inhibidor de ActRIIA como un
inhibidor de ActRIIB a un sujeto que esta siendo tratado de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento), donde el inhibidor de ActRIIA comprende o consiste en un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste en: a. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:2; b. un polipéptido al menos un 95 % idéntico
ala SEQ ID NO:2; c. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:2; d. SEQ ID NO:2; e. un polipéptido
al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:3; f. un polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:3; g. un
polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:3; h. SEQ ID NO:3; m. un polipéptido al menos un 90 % idéntico
ala SEQ ID NO:7; n. un polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:7; o. un polipéptido al menos un 98 %
idéntico a la SEQ ID NO:7; p. SEQ ID NO:7; g. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:12; r. un
polipéptido al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:12; s. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID
NO:12; y t. SEQ ID NO: 12; y donde el inhibidor de ActRIIB comprende o consiste en un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en: a. un polipéptido al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:17 o0 23, b. un polipéptido al menos
un 95 % idéntico a la SEQ ID NO:17 o 23, c. un polipéptido al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:17 o 23, d.
SEQ ID NO:17 0 28, e. un polipéptido un 90 % idéntico a la SEQ ID NO:20, 21 o 25, f. un polipéptido un 95 % idéntico
ala SEQ ID NO:20, 21 o0 25, g. un polipéptido un 98 % idéntico a la SEQ ID NO:20, 21 0 25, y h. SEQ ID NO:20, 21 o
25. En una realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIA es un polipéptido que comprende o consiste en la SEQ ID
NO:7 y el inhibidor de ActRIIB es un polipéptido que comprende o consiste en la SEQ ID NO:23. En otra realizacién
especifica, el inhibidor de ActRIIA es un polipéptido que comprende o consiste en la SEQ ID NO:7 y el inhibidor de
ActRIIB es un polipéptido que comprende o consiste en la SEQ ID NO:25.

En ciertas realizaciones, el sujeto que se va a tratar con los métodos proporcionados en el presente documento tiene
menos de 18 afos de edad. En ciertas realizaciones, el sujeto que se va a tratar con los métodos proporcionados en
el presente documento tiene enfermedad renal crénica en etapa terminal. En ciertas realizaciones, el sujeto que se va
a tratar con los métodos proporcionados en el presente documento se somete a dialisis. En ciertas realizaciones, el
método puede aumentar la altura del sujeto.

En ciertas realizaciones, los métodos para tratar o prevenir la hiperfosfatemia, el hiperparatiroidismo secundario
(debido al aumento de fésforo), la calcificacion extraesquelética, por ejemplo, la calcificacion vascular y el trastorno
6seo adinamico en un sujeto, comprenden administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de
ActRIl a un sujeto que necesita el tratamiento de la hiperfosfatemia, el hiperparatiroidismo secundario (debido al
aumento de fosforo), la calcificacion extraesquelética, por ejemplo, la calcificacion vascular y hueso adinamico.

4. Breve descripcion de las figuras
Figura 1: Peso corporal de un raton tras nefrectomia parcial.
Figura 2: Cambios en la BMD mediante DEXA tras nefrectomia parcial en ratones.

Figura 3: Cambios en el hematocrito del equivalente murino de la SEQ ID NO 7 («mActRIIA-Fc») tras nefrectomia
parcial en ratones.

Figura 4: Imagen 3D de micro-CT de huesos representativos tras nefrectomia parcial en ratones.

Figura 5: el tratamiento con mActRIIA-Fc aumenta el hematocrito.

Figura 6: mActRIIA-Fc la densidad mineral 6sea.

Figura 7: Tomografias micro-CT representativas de fémures.

Figura 8: mActRIIA-Fc aumenta el espesor cortical de la diafisis media del fémur.

Figura 9: mActRIIA-Fc aumenta el volumen éseo trabecular.

Figura 10: mActRIIA-Fc aumenta el espesor trabecular en el fémur distal.

Figura 11: mActRIIA-Fc provoca una reduccién de los niveles de calcio aértico en un modelo de ratén con CKD.
5. Descripcion detallada

5.1 INFORMACION GENERAL

En el presente documento se proporciona, en un aspecto, un inhibidor de ActRIl para su uso en un método de
tratamiento de trastornos minerales y 6seos asociados a la enfermedad renal cronica (CKD-MBD) donde el método
comprende la administracion de un inhibidor de ActRIl a un paciente que necesita tratamiento. El inhibidor de ActRlI
puede ser un inhibidor de ActRIIA y/o ActRIIB.
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Los CKD-MBD se pueden diagnosticar como un trastorno sistémico del metabolismo mineral y éseo debido a la
enfermedad renal crénica y se pueden manifestar mediante una o una combinacién de (1) anomalias de calcio; fésforo,
producto de calcio x fésforo; fosfatasas alcalinas (totales o especificas del hueso); bicarbonato; hormona paratiroidea
(«PTH»); PTH 1-84, relacién PTH 1-84/PTH 7-84; osteocalcina; osteoprotegerina; isoforma 5b de la fosfatasa acida
tartrato-resistente («TRAP-5b»); piridinolina y desoxipiridinolina; péptidos de extensién aminoterminal del procolageno
tipo 1; enlaces cruzados en C-terminal; enlaces cruzados de colageno en C-terminal; factor de crecimiento fibroblastico
23 («FGF23»); fetulina-A; o metabolismo de la vitamina D; (2) anomalias del recambio, la mineralizacion, el volumen,
el crecimiento lineal o la resistencia 6seos y (3) calcificacion vascular o de otros tejidos blandos. Véase Nickolas, 2008,
Kidney International 74:721-731; and Moe y col., 2006, Kidney International 69:1945-1953. Se pueden encontrar
directrices para el diagnostico de los CKD-MBD, p. ej., en KDIGO clinical practice guidelines for the prevention,
diagnosis, evaluation, and treatment of Chronic Kidney Disease-Mineral and Bone Disorder (CKD-MBD), Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD-MBD Work Group, In: Kidney Int Suppl. (2009) 76 (Suppl 113):S1-
130.

En ciertas realizaciones del presente documento, se proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en métodos de
formas de bajo recambio 6seo de los CKD-MBD donde el método comprende la administracion de un inhibidor de
ActRII a un paciente que necesita tratamiento. En ciertas realizaciones del presente documento, se proporciona un
inhibidor de ActRIl para su uso en métodos de tratamiento de los CKD-MBD caracterizados por hiperfosfatemia y/o
hipercalcemia. En ciertas realizaciones del presente documento, se proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en
métodos de tratamiento de los CKD-MBD caracterizados por calcificacién extraesquelética tales como, pero no
limitados a, la calcificacién aterosclerética.

En ciertas realizaciones del presente documento, se proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en métodos de
tratamiento de los CKD-MBD, donde la enfermedad renal crénica ha alcanzado una etapa 3, etapa 4, etapa 5, o etapa
5D. En una realizacién especifica, la enfermedad renal es una enfermedad renal en etapa terminal. En ciertas
realizaciones del presente documento, los métodos de tratamiento de los CKD-MBD estan caracterizados por una
velocidad de filtracion glomerular inferior a 60 ml/min/1,73 m? en adultos o inferior a 89 ml/min/1,73 m? en pacientes
pediatricos. Véase, Moe y col., 2006, Kidney International 69:1945-1953. En ciertas realizaciones del presente
documento, los métodos de tratamiento en adultos de los CKD-MBD estan caracterizados por una velocidad de
filtracion glomerular inferior a 50 ml/min/1,73 m2, 40 ml/min/1,73 m2, 30 ml/min/1,73 m2, 20 ml/min/1,73 m2 o inferior a
10 ml/min/1,73 m2. En ciertas realizaciones del presente documento, los métodos de tratamiento en pacientes
pediatricos de los CKD-MBD estan caracterizados por una velocidad de filtracién glomerular inferior a 80 ml/min/1,73
m?2, 70 ml/min/1,73 m2, 60 ml/min/1,73 m2, 50 ml/min/1,73 m2, 40 ml/min/1,73 m2, 30 ml/min/1,73 m2, 20 ml/min/1,73m?
o inferior a 10 ml/min/1,73 m2.

Sin querer limitarnos a la teoria, una velocidad de filtracion glomerular inferior a 60 ml/min/1,73m? en pacientes adultos
e inferior a 89 ml/min/1,73 m?2 en pacientes pediatricos deriva en anomalias detectables de los niveles de calcio, los
niveles de fésforo, los niveles de PTH y el metabolismo de la vitamina D; y los niveles andmalos de estos marcadores
derivan en enfermedad 6sea.

En ciertas realizaciones, una patologia ésea esta asociada a la enfermedad renal crénica, es decir, un CKD-MBD.
Véase Moe y col., 2006, Kidney International 69:1945-1953. En ciertas realizaciones, el CKD-MBD es un CKD-MBD
de bajo recambio éseo. Los CKD-MBD por recambio bajo se pueden diagnosticar mediante las caracteristicas
histologicas expuestas en la Tabla 1 que se muestra a continuacion. Véase National Kidney Foundation, Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative Guidelines en el sitio web de la National Kidney Foundation.

Tabla 1 Caracteristicas histolégicas de los CKD-MBD de bajo recambio

Caracteristica Adinamico Osteomalacia

Formacion de hueso

Volumen éseo trabecular Normal, bajo Variable

Bajo, normal o alto

Volumen de osteoide Normal, bajo Alto-muy alto
Espesor del ribete de osteoide Normal, bajo Alto-muy alto
Numero de osteoblastos Bajo Bajo

Velocidad de formacién de hueso Baja-muy baja | Baja-muy baja

Retraso de la mineralizacién Normal Prolongado

Resorcion 6sea
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Perimetro 6seo erosionado Normal, bajo Variable

Con frecuencia bajo, puede ser alto

Numero de osteoclastos Bajo Bajo, puede ser normal o alto

Fibrosis medular Ausente Ausente

En una realizacion especifica, el método de tratamiento de calcificacion extraesquelética en un sujeto comprende la
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRII al sujeto. Especificamente, un
método de prevencién de calcificacion extraesquelética en un sujeto, donde dicho método comprende la
administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl al sujeto. En realizaciones
especificas, la calcificacion extraesquelética tratada o prevenida en un sujeto mediante los métodos descritos en el
presente documento es calcificacion vascular, es decir, la acumulacion de sales de calcio en la vasculatura del sujeto,
por ejemplo, calcificacion de las arterias del sujeto.

Los métodos de tratamiento o prevencién de la calcificacién extraesquelética, por ejemplo, calcificaciéon vascular, se
llevan a cabo en un sujeto con riego de sufrir calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificaciéon vascular (es
decir, se administra al sujeto en riesgo un inhibidor de ActRII de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento). En una realizacion especifica, el sujeto con riesgo de sufrir calcificacién extraesquelética, por ejemplo,
calcificacion vascular, tiene hipercolesterolemia. En otra realizacion especifica, el sujeto con riesgo de sufrir
calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacién vascular, tiene hipertensién. En otra realizacion especifica, el
sujeto con riesgo de sufrir calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular, tiene diabetes. En otra
realizacién especifica, el sujeto con riesgo de sufrir calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacién vascular,
tiene una enfermedad renal (por ejemplo, una enfermedad renal en etapa terminal). En otra realizacién especifica, el
sujeto con riesgo de sufrir calcificacién extraesquelética, por ejemplo, calcificacién vascular, tiene enfermedad renal
cronica. En otra realizacion especifica, el sujeto con riesgo de sufrir calcificacién extraesquelética, por ejemplo,
calcificacion vascular, tiene un aumento del estrés oxidativo, por ejemplo, un desequilibrio entre produccion de
oxidantes y actividad antioxidante en la vasculatura. En otra realizacion especifica, el sujeto con riesgo de sufrir
calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificaciéon vascular, tiene deficiencia de inhibidor de la calcificacién (por
ejemplo, una deficiencia de una o mas de entre fetuina-A, proteina Gla de matriz (MGP) y osteoprotegerina (OPG)).

En ciertas realizaciones, los sujetos que sufren calcificacion vascular tratados de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento tienen calcificacién de la media (también conocida como esclerosis de Mdnckeberg o
calcinosis de la media). La calcificacién de la media se caracteriza por depdsitos minerales difusos en la tinica media
de las arterias. En una realizacién especifica, los sujetos que sufren calcificacion de la media son ancianos. En una
realizacién especifica, los sujetos que sufren calcificacion de la media tienen un trastorno que provoca la calcificacion
de la media, por ejemplo, diabetes o una enfermedad renal (por ejemplo, CKD).

En ciertas realizaciones, los sujetos que sufren calcificacion vascular tratados de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento tienen calcificacion de la intima. La calcificacion de la intima se asocia a la aterosclerosis y
progresa a medida que progresan las placas ateroscleréticas.

En ciertas realizaciones, un paciente que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacion
extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular, tiene mayores niveles de FGF23, una hormona producida por los
osteocitos en respuesta a la reduccién de la carga mecanica, menor formacion de hueso y exceso de fosforo en el
reservorio intercambiable (véase, p. €j., el documento Hruska and Mathew, 2011, Advances in Chronic Kidney Disease
18(2):98-104), relativo a los niveles de FGF23 en sujetos que no sufren, ni tienen riesgo de sufrir, una forma de CKD-
MBD y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular. Se pueden detectar los niveles de FGF23
usando métodos conocidos en la técnica, p. ej., ELISA, usando muestras de los sujetos, p. €j., sangre o suero. En una
realizacién especifica, el nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que sufre, o tiene riesgo
de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, p. ej., calcificacion vascular, es de
aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o mas del 50 %, superior al nivel
de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que no sufre, ni tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-
MBD y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular. En otra realizacion especifica, el nivel de
FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD
y/o calcificacién extraesquelética, p. €j., calcificacién vascular, es de aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 %,
30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 50-75 % o 75-100 %, superior al nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero)
en un sujeto que no sufre, ni tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, por
ejemplo, calcificacién vascular.

En ciertas realizaciones, los niveles de FGF23 en un sujeto que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD
y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular, se pueden usar para monitorizar la efectividad
de un método descrito en el presente documento, p. ej., un método de tratamiento de una forma de CKD-BMD y/o un
método de tratamiento de la calcificacion extraesquelética (p. e€j., calcificacion vascular), donde tales métodos
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comprenden la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRII descrito en el
presente documento. En una realizacion especifica, un sujeto tratado de acuerdo con uno o mas de los métodos
descritos en el presente documento tiene un nivel de FGF23 (p. €j., tal y como se detecta en el suero del sujeto) menor
que el nivel de FGF23 detectado en el sujeto antes de ser tratado con un método descrito en el presente documento.
En otra realizacion especifica, el nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que sufre, o tiene
riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, p. €j., calcificacion vascular, tratado con
un método descrito en el presente documento se ha reducido en aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o mas del 50 % en comparacion con el nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el
suero) detectado en el sujeto antes del tratamiento con un método descrito en el presente documento. En otra
realizacién especifica, el nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que sufre, o tiene riesgo
de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, p. €j., calcificacion vascular, se ha reducido en
aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 %, 30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 50-75 % o 75-100 % en comparacioén
con el nivel de FGF23 (p. €j., el nivel detectable en el suero) detectado en el sujeto antes del tratamiento con un
método descrito en el presente documento.

En una realizacion especifica, el método de tratamiento de una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética,
por ejemplo, calcificacion vascular, comprende: (i) administracién de un inhibidor de ActRIl a un individuo que padece
una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular; (i) determinacion de
una cantidad de FGF23 en una muestra de tejido (p. €j., suero) de dicho individuo después de la administracion del
inhibidor de ActRIl y (iii) si la cantidad de FGF23 en dicha muestra de tejido se ha reducido en menos de
aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o0 25 %, 0 en aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 % en
comparacion con la cantidad de FGF23 determinada en una muestra del mismo tipo de tejido de dicho individuo (p.
ej., una muestra diferente de suero del mismo individuo) antes de la administracion del inhibidor de ActRII, repeticién
de la administracién del inhibidor de ActRII. En ciertas realizaciones, si la cantidad de FGF23 no se reduce después
de la administracion del inhibidor de ActRIl, se puede aumentar la dosis de inhibidor de ActRIl administrada. En ciertas
realizaciones, si la cantidad de FGF23 no se reduce después de la administracién del inhibidor de ActRIl, se puede
aumentar la frecuencia de administracion del inhibidor de ActRIlI administrado.

En ciertas realizaciones, un paciente que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacion
extraesquelética, p. ej., calcificacién vascular, tiene mayores niveles de esclerostina, una proteina que presenta
mayores niveles en sujetos que sufren, o tienen riesgo de sufrir, CKD-MBD (véase, p. €j., Graciolli y col., 2010, J Am
Soc Nephrol 21:774A), relativo a los niveles de esclerostina en sujetos que no sufren, ni tienen riesgo de sufrir, una
forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, por ejemplo, calcificaciéon vascular. Se pueden detectar los
niveles de esclerostina usando métodos conocidos en la técnica, p. €j., ELISA, usando muestras de los sujetos, p. €j.,
sangre o suero. En una realizacion especifica, el nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un
sujeto que sufre, o con riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificaciéon extraesquelética, p. €j., calcificacion
vascular, es de aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o superior al 50 %
superior al nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que no sufre, ni tiene riesgo de
sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacién vascular. En otra
realizacién especifica, el nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que sufre, o con
riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, p. ej., calcificacién vascular, es de
aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 %, 30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 50-75 % o0 75-100 % superior al nivel de
esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto que no sufre, ni tiene riesgo de sufrir, una forma de
CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, por ejemplo, calcificacion vascular.

En ciertas realizaciones, los niveles de esclerostina en un sujeto que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-
MBD y/o calcificacion extraesquelética, p. €j., calcificacién vascular, se pueden usar para monitorizar la efectividad de
un método descrito en el presente documento, p. ej., un método de tratamiento de una forma de CKD-BMD y/o un
método de tratamiento de la calcificacion extraesquelética (por ejemplo, calcificacién vascular), donde tales métodos
comprenden la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl descrito en el
presente documento. En una realizacion especifica, un sujeto tratado de acuerdo con uno o mas de los métodos
descritos en el presente documento tiene un nivel de esclerostina (p. €j., tal y como se detecta en el suero del sujeto)
menor que el nivel de esclerostina detectado en el sujeto antes de ser tratado con un método descrito en el presente
documento. En otra realizacion especifica, el nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto
que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, p. e€j., calcificacion
vascular, tratado con un método descrito en el presente documento se ha reducido en aproximadamente el 5 %, 10
%, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o més del 50 % en comparacién con el nivel de esclerostina (p.
€j., el nivel detectable en el suero) detectado en el sujeto antes del tratamiento con un método descrito en el presente
documento. En otra realizacion especifica, el nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) en un sujeto
que sufre, o tiene riesgo de sufrir, una forma de CKD-MBD y/o calcificacién extraesquelética, p. €j., calcificacion
vascular, se ha reducido en aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 %, 30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 50-75 % o
75-100 % en comparacion con el nivel de esclerostina (p. €j., el nivel detectable en el suero) detectado en el sujeto
antes del tratamiento con un método descrito en el presente documento.

En una realizacion especifica, el método de tratamiento de una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética,
p. €j., calcificacion vascular, comprende: (i) administracion de un inhibidor de ActRIl a un individuo que padece una
forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, p. ej., calcificacion vascular; (ii) determinaciéon de una cantidad

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 884 095 T3

de esclerostina en una muestra de tejido (p. €j., suero) de dicho individuo después de la administracion del inhibidor
de ActRll Yy (iii) si la cantidad de esclerostina en dicha muestra de tejido se ha reducido en menos de aproximadamente
el 5%, 10 %, 15 %, 20 % 0 25 %, o en aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 % en comparacién con la cantidad
de esclerostina determinada en una muestra del mismo tejido de dicho individuo (p. ej., una muestra diferente de suero
del mismo individuo) antes de la administracion del inhibidor de ActRII, repeticion de la administracion del inhibidor de
ActRII. En ciertas realizaciones, si la cantidad de esclerostina no se reduce después de la administracién del inhibidor
de ActRIl, se puede aumentar la dosis del inhibidor de ActRIl administrada. En ciertas realizaciones, si la cantidad de
esclerostina no se reduce después de la administraciéon del inhibidor de ActRII, se puede aumentar la frecuencia de
administracion de inhibidor de ActRIl administrado.

En ciertas realizaciones, el sujeto que sufre calcificacién vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento tiene menos de 18 afios de edad. En una realizacion especifica, el sujeto que sufre calcificacion
vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento tiene menos de 13 afios de edad.
En otra realizacion especifica, el sujeto que sufre calcificacion vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento tiene menos de 12, menos de 11, menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7,
menos de 6 0 menos de 5 afios de edad. En otra realizacién especifica, el sujeto que sufre calcificacion vascular
tratado de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento tiene de 1-3 afos de edad, 3-5 afios de edad.
5-7 anos de edad, 7-9 anos de edad, 9-11 afnos de edad, 11-13 afos de edad, 13-15 afnos de edad, 15-20 afnos de
edad, 20-25 afios de edad, 25-30 afios de edad o mas de 30 afios de edad. En otra realizacion especifica, el sujeto
que sufre calcificacion vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento tiene de 30-
35 anos de edad, 35-40 anos de edad, 40-45 anos de edad, 45-50 anos de edad, 50-55 anos de edad, 55-60 anos de
edad o mas de 60 afios de edad. En otra realizacion especifica, el sujeto que sufre calcificacién vascular tratado de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento tiene de 60-65 afos de edad, 65-70 afios de edad, 70-
75 afos de edad, 75-80 afos de edad o més de 80 afios de edad.

En ciertas realizaciones, el sujeto que sufre calcificacién vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento tiene una enfermedad renal en etapa terminal. En ciertas realizaciones, el sujeto que sufre
calcificacion vascular tratado de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento se somete a didlisis.

En ciertas realizaciones, la efectividad del tratamiento o la prevencién de la calcificacion extraesquelética, p. ej.,
calcificacion vascular, se evalla usando uno o mas ensayos conocidos por los expertos en la materia. Los ensayos
ejemplares se describen en la Seccién 5.3(a)(iv). De acuerdo con tales realizaciones, un experto en la materia
entendera que al sujeto que esta siendo tratado con un inhibidor de ActRIl tal y como se describe en el presente
documento se le puede ajustar el régimen de tratamiento en funcion del resultado de los ensayos. Por ejemplo, a un
sujeto que esta siendo tratado mediante un método descrito en el presente documento y muestra aumento de los
niveles de calcio, p. €j., calcio vascular (p. €j., calcio arterial), se le puede administrar una dosis mayor de inhibidor de
ActRIl o se le puede administrar un inhibidor de ActRIlI mas frecuentemente (es decir, el tiempo entre administraciones
de dosis se puede reducir). Por el contrario, a un sujeto que esta siendo tratado mediante un método descrito en el
presente documento y muestra reduccion de los niveles de calcio, p. €j., calcio vascular (p. €j., calcio arterial), se le
puede administrar una dosis menor de inhibidor de ActRIl o se le puede administrar un inhibidor de ActRIl menos
frecuentemente (es decir, el tiempo entre administraciones de dosis se puede aumentar).

En ciertas realizaciones, los métodos proporcionados en el presente documento derivan en la mejora de los sintomas
de uno o mas de los siguientes: hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo secundario (debido al aumento de fosforo) y
calcificacion extraesquelética, p. ej., calcificacion vascular. Cualquier método conocido por el experto en la materia
para determinar el grado de estos sintomas se puede usar con los métodos proporcionados en el presente documento.
En realizaciones especificas, los métodos descritos en el presente documento derivan en la mejora de uno 0 mas
sintomas de la calcificacién vascular. Los sintomas ejemplares incluyen, sin limitacion, aumentos de los niveles de
calcio vascular (p. ej., arterial), aumento de la apoptosis de las células del musculo liso vascular, pérdida de elasticidad
arterial, un aumento de la PWV (velocidad de la onda de pulso arterial), desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda,
reduccion de la perfusién de la arteria coronaria e isquemia miocéardica.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento derivan en una reduccion de los niveles de
calcio vascular, p. €j., calcio arterial, en un sujeto de al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %,
45 % 0 50 %. En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento derivan en una reduccién de
los niveles de calcio vascular, p. ej., calcio arterial, en un sujeto del 5-10 %, 10-15 %, 15-20 %, 20-25 %, 25-30 %, 30-
35 %, 35-40 %, 40-45 % 0 45-50 %.

En una realizacion especifica, el método de reduccién de los niveles de calcio vascular en un sujeto comprende: (i)
administracién de un inhibidor de ActRII a un sujeto que necesita una reduccion de los niveles de calcio vascular (p.
€j., un sujeto que padece una forma de CKD-MBD y/o calcificacion extraesquelética, p. €j., calcificacion vascular); (ii)
determinacion de una cantidad de calcio vascular en una muestra de tejido (p. €j., suero) de dicho sujeto después de
la administracion del inhibidor de ActRlIl y (iii) si la cantidad de calcio vascular en dicha muestra de tejido se ha reducido
menos de aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o0 25 %, o en aproximadamente el 5-10 %, 10-20 %, 20-30 %
en comparacion con la cantidad de calcio vascular determinada en una muestra del mismo tejido de dicho sujeto (p.
€j., una muestra diferente de suero del mismo individuo) antes de la administracion del inhibidor de ActRII, repeticion
de la administracién del inhibidor de ActRIl. En ciertas realizaciones, si la cantidad de calcio vascular no se reduce
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después de la administracion del inhibidor de ActRIl, se puede aumentar la dosis de inhibidor de ActRIl administrada.
En ciertas realizaciones, si la cantidad de calcio vascular no se reduce después de la administracion del inhibidor de
ActRIl, se puede aumentar la frecuencia de administracién del inhibidor de ActRIl administrado.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento derivan en un descenso de la progresion
del puntaje de Agatston de un sujeto que padece o tiene riesgo de desarrollar calcificacion vascular. En una realizacién
especifica, los métodos descritos en el presente documento permiten un descenso del 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 % o superior al 30 % del puntaje de Agatston de un sujeto que padece o tiene riesgo de desarrollar calcificaciéon
vascular en comparacioén con el puntaje de Agatston del sujeto antes de la administracion de un inhibidor de ActRII de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento (véase, p. €j., la Seccion 5.3(a)(iv)). En una realizacion
especifica, los métodos descritos en el presente documento permiten un descenso del 5-10 %, 10-15 %, 15-20 %, 20-
25 %, 25-30 %, 30-35 %, 35-40 %, 40-45 % 0 45-50 % del puntaje de Agatston de un sujeto que padece o tiene riesgo
de desarrollar calcificacién vascular en comparacién con el puntaje de Agatston del sujeto antes de la administracién
de un inhibidor de ActRIl de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento (véase, p. €j., la Seccion
5.3(a)(iv)).

En otra realizacién especifica, los métodos descritos en el presente documento permiten un descenso de los niveles
de calcio en la vasculatura del sujeto, p. €j., un descenso de los niveles de calcio en una o mas arterias del sujeto, p.
€j., un sujeto que padece o tiene riesgo de desarrollar calcificacion vascular. En otra realizacion especifica, los
métodos descritos en el presente documento permiten un descenso de los niveles de fésforo en la vasculatura del
sujeto, p. €j., un descenso de los niveles de fésforo en una o mas arterias del sujeto, p. €j., un sujeto que padece o
tiene riesgo de desarrollar calcificacién vascular.

En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento son enfermedades 6seas de bajo recambio. El recambio dseo
bajo se puede diagnosticar usando las pruebas expuestas en la Seccidén 5.3(a) que se muestra mas adelante. Los
marcadores bioquimicos del recambio éseo incluyen: enlaces cruzados de colageno (telopéptido N o telopéptido C)
en suero u orina, fosfatasa alcalina especifica del hueso, osteocalcina sérica y/o propéptido de colageno tipo 1, 25-
hidroxivitamina D y hormona paratiroidea («PTH»). En una realizaciéon especifica, la enfermedad 6sea de bajo
recambio es enfermedad 6sea adinamica. En ciertas realizaciones, un paciente que se va a tratar con los métodos
descritos en el presente documento tiene una reduccion del recambio éseo de al menos un 10 %, 20 %, 25 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o del 100 %. En ciertas realizaciones, un paciente
que se va a tratar con los métodos descritos en el presente documento tiene una reduccién del recambio 6seo de
como mucho un 10 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o del
100 %. En ciertas realizaciones, un paciente que se va a tratar con los métodos descritos en el presente documento
tiene una reduccion del recambio 6seo de entre el 10 % y el 25 %, 20 % y 35 %, 30 % y 45 %, 40 % y 55 %, 50 % y
65 %, 60 %y 75 %, 70 % y 85 %, 80 % y 95 %, 90 % y 100 %. En ciertas realizaciones, la reduccién del recambio
6seo se compara con los datos historicos del mismo paciente. En otras realizaciones, la reduccion del recambio éseo
se compara con el recambio 6seo promedio de una poblacion sin enfermedades 6seas. La poblacién sin enfermedades
Oseas puede ser de la misma edad y/o el mismo sexo que el paciente.

En una realizacién especifica, el método de tratamiento de una enfermedad dsea de bajo recambio, p. €j., enfermedad
6sea adinamica, comprende: (i) administracién de un inhibidor de ActRIl a un sujeto que tiene una enfermedad ésea
de bajo recambio; (ii) determinacién del nivel de recambio 6seo en dicho sujeto después de la administracion del
inhibidor de ActRIl (p. €j., usando una o mas de las pruebas expuestas en la Seccién 5.3(a) que se muestra mas
adelante y/o midiendo uno o méas de los marcadores bioquimicos de recambio 6seo) y (iii) si el nivel de recambio déseo
en el sujeto ha disminuido menos de aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o0 25 %, o aproximadamente el 5-10
%, 10-20 %, 20-30 % en comparacion con el nivel de recambio 6seo del sujeto antes de la administracion del inhibidor
de ActRII, repeticion de la administracion del inhibidor de ActRII. En ciertas realizaciones, si el nivel de recambio 6seo
no ha disminuido después de la administracion del inhibidor de ActRIl, se puede aumentar la dosis del inhibidor de
ActRIl administrada. En ciertas realizaciones, si el nivel de recambio 6seo no ha disminuido después de la
administracion del inhibidor de ActRIl, se puede aumentar la frecuencia de administracion del inhibidor de ActRlI
administrado.

5.2 INHIBIDORES DE ACTRII
(a) INHIBIDORES DE ACTRIIA

Tal y como se usa en el presente documento, el término «ActRIIA» se refiere a una familia de proteinas que son
receptores tipo IIA de activina (ActRIIA) de cualquier especie y variantes procedentes de tales proteinas ActRIIA
mediante mutagénesis u otra modificacion. Se entiende que la referencia a ActRIIA en el presente documento es una
referencia a cualquiera de las formas actualmente identificadas. Los miembros de la familia ActRIIA son generalmente
proteinas transmembrana, compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando con una region rica en cisteina,
un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con prevista actividad serina/treonina quinasa.

Los inhibidores de ActRIIA para uso en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento incluyen,
sin limitacion, polipéptidos ActRIIA solubles de unién a activina; anticuerpos que se unen a activina (concretamente a
las subunidades A o B de activina, también conocidas como BA o BB) y alteran la unién a ActRIIA; anticuerpos que se
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unen a ActRIIA y alteran la unién a activina; proteinas que no son anticuerpos seleccionadas para union a activina o
ActRIIA.(véanse, p.ej., los documentos W0O/2002/088171, WO/2006/055689, W0/2002/032925, WO/2005/037989,
US 2003/0133939 y US 2005/0238646, para consultar ejemplos de tales proteinas y métodos para el disefio y
seleccién de las mismas) y péptidos aleatorios seleccionados para unién a activina o ActRIIA que se pueden conjugar
a un dominio Fc.

En ciertas realizaciones, dos o mas proteinas diferentes (u otros restos) con actividad de unién a activina o ActRIIA,
especialmente ligantes de activina que bloquean los sitios de unién tipo | (p. €j., un receptor de activina tipo | soluble)
y tipo Il (p. €j., un receptor de activina tipo Il soluble), respectivamente, se pueden enlazar para crear una molécula de
unién bifuncional o multifuncional que inhibe al receptor ActRIIA y, por tanto, se pueden usar en las composiciones y
los métodos descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, los antagonistas del eje de sefalizacion
Activina-ActRIIA que inhiben al receptor ActRIIA, entre los que se incluyen aptameros de acidos nucleicos, pequefias
moléculas y otros agentes, se usan en las composiciones y los métodos del presente documento.

(i) Inhibidores de ActRIIA que comprenden polipéptidos ActRIIA

El término «polipéptido ActRIIA» incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de un miembro de la
familia ActRIIA presente de forma natural, asi como cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes,
fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas) que retiene una actividad atil. Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIA
incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier ActRIIA conocido que tenga una secuencia al menos
aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRIIA y, opcionalmente, al menos un 85 %, 90
%, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de identidad de secuencia. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA puede unirse a una
proteina ActRIIA y/o activina e inhibir su funcion. Un polipéptido ActRIIB se puede seleccionar por su capacidad de
promover el crecimiento de hueso y la mineralizacion ésea. Los ejemplos de polipéptidos ActRIIA incluyen el
polipéptido precursor del receptor ActRIIA humano (SEQ ID NO: 1) y polipéptidos ActRIIA humanos solubles (p.€j., las
SEQ ID NO: 2, 3, 7 y 12). Con respecto al polipéptido precursor del receptor ActRIIA cuya secuencia de aminoacidos
esté representada en la SEQ ID NO: 1, el péptido senal del polipéptido precursor del ActRIIA humano esta localizado
en las posiciones de aminoacidos 1 a 20; el dominio extracelular esté localizado en las posiciones de aminoacidos 21
a 135 y los sitios de N-glicosilacion del polipéptido precursor del ActRIIA humano (SEQ ID NO: 1) estan localizados
en las posiciones de aminoacidos 43 y 56 de la SEQ ID NO: 1. La secuencia de &cido nucleico que codifica el
polipéptido precursor del ActRIIB humano de SEQ ID NO: 1 se desvela como SEQ ID NO: 4 (nucle6tidos 164-1705
de la entrada NM_001616 del Genbank). La secuencia de &cido nucleico que codifica el polipéptido ActRIIA humano
soluble de SEQ ID NO: 2 se desvela como SEQ ID NO: 5. Véase la Tabla 6 para ver una descripcion de las secuencias.

En realizaciones especificas, los polipéptidos ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento son polipéptidos ActRIIA solubles. Un dominio extracelular de una proteina ActRIIA se puede
unir a activina y es generalmente soluble, por lo tanto, se puede denominar un polipéptido ActRIIA de unién a activina
soluble. Por tanto, tal y como se usa en el presente documento, el término «polipéptido ActRIIA soluble» generalmente
se refiere a polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRIIA, incluyendo cualquier
dominio extracelular de una proteina ActRIIA presente de forma natural, asi como cualquier variante de los mismos
(incluyendo mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Los polipéptidos ActRIIA solubles se pueden unir a
activina; sin embargo, la proteina ActRIIA de tipo salvaje no exhibe selectividad significativa en la unién a activina
frente a GDF8/11. Se puede aportar especificidad afiadida a las proteinas ActRIIA nativas o alteradas mediante
acoplamiento con un segundo agente de unidn a activina selectivo. Ejemplos de polipéptidos ActRIIA de unién a
activina solubles se ilustran en las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 12 y 13. Otros ejemplos de polipéptidos ActRIIA de unién a
activina solubles comprenden una secuencia sefial ademas del dominio extracelular de una proteina ActRIIA, por
ejemplo, la secuencia lider de la melitina de abeja melifera (SEQ ID NO: 8), la secuencia lider del activador del
plasminégeno tisular (TPA) (SEQ ID NO: 9) o la secuencia lider del ActRIIA nativo (SEQ ID NO: 10). El polipéptido
ActRIIA-hFc ilustrado en la SEQ ID NO: 13 usa una secuencia lider de TPA.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una proteina de fusion/conjugada que comprende un dominio de unién a activina
de ActRIIA conectado a una porcién Fc de un anticuerpo. En ciertas realizaciones, el dominio de unién a activina esta
conectado a una porcion Fc de un anticuerpo a través de un conector, por ejemplo, un conector peptidico.
Opcionalmente, el dominio Fc tiene una 0 mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434. En
ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene una 0 mas de estas mutaciones (p. €j., una mutacion Asp-265) tiene
menor capacidad de union al receptor Fcy que un dominio Fc de tipo salvaje. En otros casos, el dominio Fc mutante
que tiene una o mas de estas mutaciones (por ejemplo, una mutacion Asn-434) tiene mayor capacidad de unién al
receptor Fc neonatal (FcRn) de estructura similar a una molécula MHC clase | que un dominio Fc de tipo salvaje. Las
proteinas de fusion ejemplares que comprenden un dominio extracelular de ActRIIA soluble fusionado a un dominio
Fc se exponen en las SEQ ID NO: 7, 12y 13.

En una realizacion especifica, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIA, o una porcion del mismo, conectado a una
porcién Fc de un anticuerpo, donde dicho inhibidor de ActRIIA comprende una secuencia de aminoécidos que es al
menos un 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 7, 12 y 13. En otra
realizacién especifica, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente
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documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIA, o una porcién del mismo, conectado a una porcion Fc de
un anticuerpo, donde dicho inhibidor de ActRIIA comprende una secuencia de amino&cidos que es al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ
IDNO: 7,12y 13.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIA. El truncamiento puede
estar en el extremo C-terminal y/o en el extremo N-terminal del polipéptido ActRIIA. En ciertas realizaciones, el
truncamiento puede ser de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25
aminoacidos de longitud en comparacion con el dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En ciertas
realizaciones, el truncamiento puede serde 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 o 25 aminoacidos N-terminales del dominio extracelular del polipéptido ActRIIA maduro. En ciertas
realizaciones, el truncamiento puede serde 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 0 25 aminoacidos C-terminales del dominio extracelular del polipéptido ActRIIA maduro. Por ejemplo, las formas
truncadas de ActRIIA incluyen polipéptidos con aminoacidos 20-119; 20-128; 20-129; 20-130; 20-131; 20-132; 20-133;
20-134; 20-131; 21-131; 22-131; 23-131; 24-131 y 25-131, donde las posiciones de los aminoacidos se refieren a las
posiciones de los aminoacidos en la SEQ ID NO: 1.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden un dominio extracelular de ActRIIA con una 0 mas sustituciones de aminodcidos.
En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIA que también lleva una
sustitucion de aminodcido.

En una realizacién especifica, el inhibidor de ActRIIA que se va a usar en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es una proteina de fusién entre el dominio extracelular del receptor ActRIIA humano y la
porcién Fc de IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIA que se va a usar en las composiciones y
los métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusion entre un dominio extracelular truncado del
receptor ActRIIA humano y la porcion Fc de IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIA que se va a
usar en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusion entre un
dominio extracelular truncado del receptor ActRIIA humano y la porcién Fc de IgG1, donde el dominio extracelular
truncado del receptor ActRIIA humano posee una o mas sustituciones de aminoacidos.

Se pueden obtener fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos ActRIIA, por ejemplo, mediante cribado de
polipéptidos producidos recombinantemente a partir del correspondiente fragmento del acido nucleico que codifica un
polipéptido ActRIIA. Ademas, los fragmentos se pueden sintetizar quimicamente usando técnicas conocidas en la
técnica tales como la sintesis quimica en fase sélida mediante los métodos Fmoc o t-Boc de Merrifield. Los fragmentos
se pueden producir (recombinantemente o mediante sintesis quimica) y ensayar para identificar los fragmentos
peptidicos que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIA o de la sefalizacién mediada
por activina.

Ademas, se pueden obtener variantes funcionalmente activas de polipéptidos ActRIIA, por ejemplo, mediante cribado
de bibliotecas de polipéptidos modificados producidos recombinantemente a partir de los correspondientes acidos
nucleicos mutagenizados que codifican un polipéptido ActRIIA. Las variantes se pueden producir y ensayar para
identificar aquellas que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIA o de la sefalizacién
mediada por activina. En ciertas realizaciones, una variante funcional de los polipéptidos ActRIIA comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre
las SEQ ID NO: 2 0 3. En ciertos casos, la variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoéacidos seleccionada de entre las
SEQIDNO:20 3.

Se pueden generar variantes funcionales, por ejemplo, mediante modificacién de la estructura de un polipéptido
ActRIIA para propésitos tales como la mejora de la eficacia terapéutica o la estabilidad (p. €j., la vida util de
almacenamiento ex vivo y la resistencia a la degradacién proteolitica in vivo). Cuando se seleccionan tales polipéptidos
ActRIIA modificados para retener la unién a activina, se pueden considerar equivalentes funcionales de los
polipéptidos ActRIIA presentes en la naturaleza. También se pueden producir polipéptidos ActRIIA, por ejemplo,
mediante sustitucién, delecion o adicion de aminodacidos. Por ejemplo, cabe esperar que una sustitucion aislada de
una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por una serina o una sustitucion
similar de un aminoacido por un aminoacido estructuralmente relacionado (p. ej., mutaciones conservadoras) no
tendra un efecto importante sobre la actividad biolégica de la molécula resultante. Las sustituciones conservadoras
son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Se
puede determinar facilmente si un cambio en la secuencia de amino&cidos de un polipéptido ActRIIA deriva en un
homologo funcional mediante evaluacién de la capacidad de la variante del polipéptido ActRIIA para producir una
respuesta en las células similar a la del polipéptido ActRIIA de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de ActRIIA que se va a usar en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento puede comprender un polipéptido ActRIIA que tiene una o mas mutaciones especificas que
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pueden alterar la glicosilacién del polipéptido. Tales mutaciones pueden introducir o eliminar uno o mas sitios de
glicosilacion, tales como los sitios de O-glicosilacion o los sitios de N-glicosilacion. Los sitios de reconocimiento de la
glicosilacion por enlace a asparagina generalmente comprenden una secuencia tripeptidica, asparagina-X-treonina (o
asparagina-X-serina) (donde «X» es cualquier aminoacido), que es reconocida especificamente por las enzimas de
glicosilacion celular apropiadas. La alteracion también se puede hacer por adicién de, o sustitucién de, uno o mas
residuos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido ActRIIA de tipo salvaje (para sitios de O-glicosilacion).
Una variedad se sustituciones o deleciones en una o ambas de las posiciones de aminoacidos primera y tercera de
un sitio de reconocimiento de glicosilacién (y/o delecion de aminoacidos en la segunda posicion) deriva en la no
glicosilacion en la secuencia tripeptidica modificada. Otro medio de aumentar el nimero de restos carbohidrato en un
polipéptido ActRIIA es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos al polipéptido ActRIIA. Dependiendo
del modo de acoplamiento usado, el(los) azlcar(es) se pueden fijar a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo
libres; (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de la cisteina; (d) grupos hidroxilo libres tales como los de la serina,
treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos tales como los de la fenilalanina, tirosina o triptéfano o (f) el grupo
amida de la glutamina. Estos métodos se describen en el documento WO 87/05330 publicado el 11 de septiembre de
1987, y en Aplin and Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. La eliminacion de uno o mas restos
carbohidrato presentes en un polipéptido ActRIIA se puede conseguir quimicamente y/o enzimaticamente. La
deglicosilacién quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicion del polipéptido ActRIIA al compuesto acido
trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Este tratamiento deriva en la escision de la mayoria de los
azucares, o todos ellos, excepto el azucar de conexion (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando la
secuencia de aminoacidos intacta. La deglicosilacion quimica se describe con méas detalle en Hakimuddin y col. (1987)
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y en Edge y col. (1981) Anal. Biochem. 118:131. La escisién enzimatica de restos
carbohidrato en polipéptidos ActRIIA se puede conseguir mediante el uso de una variedad de endo- y exoglicosidasas
tal y como se describe en Thotakura y col. (1987) Meth. Enzymol. 138:350. La secuencia de un polipéptido ActRIIA se
puede ajustar, segun convenga, dependiendo del tipo de sistema de expresion usado, ya que todas las células de
mamiferos, levaduras, insectos y plantas pueden introducir diferentes patrones de glicosilaciéon que se pueden ver
afectados por la secuencia de aminodcidos del péptido. En general, las proteinas ActRIIA para uso en humanos se
pueden expresar en una linea celular de mamifero que permita una glicosilacion adecuada, tal como las lineas
celulares HEK293 o CHO, pero se prevé que otros sistemas de expresion, tales como otras lineas celulares de
expresion en mamiferos, lineas celulares de levaduras con enzimas de glicosilacién modificadas y células de insectos,
también pueden ser Utiles.

En el presente documento se desvelan métodos de generacién de mutantes, en concreto conjuntos de mutantes
combinatoriales de un polipéptido ActRIIA y mutantes de truncamiento; los pools de mutantes combinatoriales son
especialmente Utiles para la identificacion de secuencias de variantes funcionales. El propésito del cribado de tales
bibliotecas combinatoriales puede ser el de generar, por ejemplo, variantes del polipéptido ActRIIA que puedan actuar
como agonistas o0 antagonistas o, como alternativa, que posean actividades novedosas en conjunto. A continuacion,
se describe una variedad de ensayos de cribado, y tales ensayos de pueden usar para evaluar variantes. Por ejemplo,
se puede cribar una variante de polipéptido ActRIIA para que tenga capacidad de unién a un ligando de ActRIIA con
el fin de evitar la unién de un ligando de ActRIIA a un polipéptido ActRIIA o para que interfiera con la sefalizacion
provocada por un ligando de ActRIIA.

Se pueden generar variantes derivadas combinatorialmente que tengan una potencia selectiva, o generalmente
mayor, que un polipéptido ActRIIA presente de forma natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que tengan semividas intracelulares drasticamente diferentes de las del correspondiente polipéptido ActRIIA de tipo
salvaje. Por ejemplo, la proteina alterada se puede hacer mas estable o menos estable a la degradacion proteolitica
u otros procesos celulares que derivan en la destruccion o inactivacion de un polipéptido ActRIIA nativo. Tales
variantes, y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptidos ActRIIA mediante
modulacion de la semivida de los polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos
biolégicos mas transitorios y puede permitir un control mas estrecho de los niveles de polipéptido ActRIIA en el
paciente. En una proteina de fusién Fc, se pueden hacer mutaciones en el conector (si lo hay) y/o en la porciéon Fc
para alterar la semivida de la proteina.

Se puede producir una biblioteca combinatorial mediante una biblioteca degenerada de genes que codifican una
biblioteca de polipéptidos que incluyen, todos ellos, al menos una porcién de secuencias de polipéptidos ActRIIA
potenciales. Por ejemplo, se puede ligar enzimaticamente una mezcla de oligonucleétidos sintéticos a secuencias de
genes de tal forma que el conjunto degenerado de secuencias de nucleétidos de polipéptido ActRIIA potencial se
pueda expresar como polipéptidos individuales o, como alternativa, como un conjunto de proteinas de fusién mas
grandes (por ejemplo, para expresion en fago).

La biblioteca de homélogos potenciales se puede generar de muchas formas a partir de una secuencia de
oligonucledtido degenerada. La sintesis quimica de una secuencia de gen degenerada se puede llevar a cabo en un
sintetizador de ADN automatizado y, a continuacion, se pueden ligar los genes sintéticos a un vector de expresion
adecuado. La sintesis de oligonucleétidos degenerados se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, S
A (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura y col., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules,
ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp 273-289; Itakura y col., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura y col.,
(1984) Science 198:1056; Ike y col., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Tales técnicas se han empleado en la evolucion
dirigida de otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott y col., (1990) Science 249:386-390; Roberts y col., (1992) PNAS
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USA 89:2429-2433; Devlin y col., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla y col., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi
como las patentes US5223409, US5198346 y US5096815).

Como alternativa, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatorial. Por
ejemplo, se pueden generar y aislar variantes de polipéptido ActRIIA a partir de una biblioteca mediante cribado
usando, por ejemplo, mutagénesis dirigida por barrido de alanina y similares (Ruf y col., (1994) Biochemistry 33:1565-
1572; Wang y col., (1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint y col., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg y col.,
(1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601; Nagashima y col., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman y col., (1991)
Biochemistry 30:10832-10838 y Cunningham y col., (1989) Science 244:1081-1085); mediante mutagénesis dirigida
por barrido de conector (Gustin y col., (1993) Virology 193:653-660; Brown y col., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652;
McKnight y col., (1982) Science 232:316); mediante mutagénesis por saturacion (Meyers y col., (1986) Science
232:613); mediante mutagénesis dirigida por PCR (Leung y col., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); o mediante
mutagénesis aleatoria, incluyendo mutagénesis quimica, etc. (Miller y col., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics,
CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.Y.y Greener y col., (1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34). La mutagénesis dirigida
por barrido de conector, especialmente en un entorno combinatorial, es un método atractivo para la identificacion de
formas truncadas (bioactivas) de polipéptido ActRIIA.

En la técnica se conoce una amplia gama de técnicas para el cribado de productos génicos de bibliotecas
combinatoriales fabricadas mediante mutaciones y truncamientos puntuales y, por ende, para el cribado de genotecas
de ADNc para productos génicos que tienen una determinada propiedad. Generalmente, tales técnicas seran
adaptables para el cribado rapido de genotecas generadas mediante la mutagénesis combinatorial de polipéptidos
ActRIIA. Habitualmente, las bibliotecas generalmente usadas para el cribado de genotecas grandes comprenden la
clonacion de la genoteca en vectores de expresion replicables, la transformacion de las células apropiadas con la
biblioteca de vectores resultante y la expresion de los genes combinatoriales en condiciones en las que la deteccién
de una actividad deseada facilita el aislamiento relativamente sencillo del vector que codifica el gen cuyo producto se
detectd. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de union a activina y ensayos de sefalizacion celular mediada por
activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIA usados en los inhibidores de los métodos y las composiciones
descritos en el presente documento pueden comprender modificaciones postraduccionales ademas de las presentes
de forma natural en los polipéptidos ActRIIA. Tales modificaciones pueden incluir, pero no se limitan a, acetilacion,
carboxilacién, glicosilacién, fosforilacion, lipidacién y acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRIIA modificados
pueden contener elementos que no son aminoacidos, tales como polietilenglicoles, lipidos, poli- 0 monosacaridos y
fosfatos. Los efectos de tales elementos que no son aminodcidos sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRIIA se
pueden ensayar mediante cualquier método conocido por un experto en la materia. Cuando se produce un polipéptido
ActRIIA en las células mediante escision de una forma incipiente del polipéptido ActRIIA, el procesamiento
postraduccional también puede ser importante para corregir el plegamiento y/o la funcion de la proteina. Diferentes
células (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, W138, NIH-3T3 o HEK293) tienen maquinaria celular especifica y
mecanismos caracteristicos para tales actividades postraduccionales y se pueden elegir para garantizar la
modificacion y el procesamiento correctos de los polipéptidos ActRIIA.

En ciertos aspectos, las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRIIA usados en los
inhibidores de los métodos y las composiciones descritos en el presente documento incluyen proteinas de fusion que
tienen al menos una porcion de los polipéptidos ActRIIA y uno o mas dominios de fusion. Ejemplos bien conocidos de
tales dominios de fusién incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST),
tioredoxina, proteina A, proteina G, una regién constante (Fc) de una cadena pesada de inmunoglobulina, proteina de
unién a maltosa (MBP) o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusién de tal forma que confiera
una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusién son especialmente Utiles para el aislamiento de las
proteinas de fusion mediante cromatografia de afinidad. Para la purificacion por afinidad, se usan matrices para
cromatografia de afinidad pertinentes, tales como resinas conjugadas con glutation, amilasa y con niquel o cobalto.
Muchas de tales matrices se comercializan en forma de «kit», tal como el sistema de purificacion Pharmacia GST y el
sistema QlAexpress. TM (Qiagen), util con parejas de fusion (HIS6). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un
dominio de fusion de tal modo que facilite la deteccién de los polipéptidos ActRIIA. Los ejemplos de tales dominios de
deteccion incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP), asi como «epitopos marcadores», que
normalmente son secuencias peptidicas cortas para las que se dispone de un anticuerpo especifico. Entre los epitopos
marcadores bien conocidos para los que es facil disponer de anticuerpos monoclonales especificos se incluyen el
epitopo FLAG, el virus de la gripe, la hemaglutinina (HA) y los marcadores c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusién tienen un sitio de escision para proteasas, tal como para el factor Xa o la trombina, que permite que la proteasa
pertinente digiera parcialmente las proteinas de fusion y, por consiguiente, libere de ahi las proteinas recombinantes.
A continuacion, las proteinas liberadas se pueden aislar del dominio de fusién mediante separacién cromatografica
posterior. En ciertas realizaciones preferidas, un polipéptido ActRIIA se fusiona con un dominio que estabiliza el
polipéptido ActRIIA in vivo (un «dominio estabilizador»). Por «estabilizacion» se entiende cualquier cosa que aumenta
la semivida en suero, independientemente de si lo hace mediante reducciéon de la destruccion, reduccion de la
eliminacion por el rifidn u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién Fc de una
inmunoglobulina confieren las propiedades farmacocinéticas deseadas a una amplia gama de proteinas. Asimismo,
las fusiones a albimina sérica humana pueden conferir propiedades deseables. Entre otros tipos de dominios de
fusion que se pueden seleccionar se incluyen los dominios multimerizantes (p. ej., dimerizantes, tetramerizantes) y los
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dominios funcionales (que confieren una funcién biolégica adicional, tal como la estimulacion adicional del crecimiento
6seo o el crecimiento muscular, segun convenga).

Se entiende que los diferentes elementos de las proteinas de fusion pueden adoptar cualquier disposicion que sea
consistente con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA se puede colocar en posicion C-terminal
respecto a un dominio heterélogo o, como alternativa, un dominio heterélogo se puede colocar en posicién C-terminal
respecto a un polipéptido ActRIIA. El dominio del polipéptido ActRIIA y el dominio heter6logo no necesitan estar
adyacentes en una proteina de fusion, y se pueden incluir dominios o secuencias de aminodcidos adicionales en las
posiciones C- o N-terminal de ambos dominios o entre los dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIA usados en los inhibidores de los métodos y las composiciones
descritos en el presente documento pueden contener una 0 mas modificaciones que son capaces de estabilizar los
polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo, tales modificaciones pueden mejorar la semivida in vivo de los polipéptidos ActRIIA,
mejorar la semivida circulatoria de los polipéptidos ActRIIA o reducir la degradacién proteolitica de los polipéptidos
ActRIIA. Tales modificaciones estabilizadoras pueden incluir, pero no se limitan a, proteinas de fusion (incluyendo, por
ejemplo, proteinas de fusién que comprenden un polipéptido ActRIIA y un dominio estabilizador), modificaciones de
un sitio de glicosilacion (incluyendo, por ejemplo, adicién de un sitio de glicosilacién a un polipéptido ActRIIA) y
modificaciones de restos carbohidrato (incluyendo, por ejemplo, la eliminacidn de restos carbohidrato de un polipéptido
ActRIIA). En el caso de las proteinas de fusion, un polipéptido ActRIIA se fusiona con un dominio estabilizador tal
como una molécula de IgG (por ejemplo, un dominio Fc). Tal y como se usa en el presente documento, el término
«dominio estabilizador» no solo se refiere a un dominio de fusion (por ejemplo, Fc) como ocurre en el caso de las
proteinas de fusién, sino que también incluye modificaciones no proteinaceas tales como un resto carbohidrato o un
polimero no proteindceo tal como polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, se pueden usar con los métodos y las composiciones descritos en el presente documento
formas aisladas y/o purificadas de polipéptidos ActRIIA que se aislan de, o estan sustancialmente libres de, otras
proteinas. Generalmente, los polipéptidos ActRIIA se pueden producir mediante expresién a partir de acidos nucleicos
recombinantes.

En ciertos aspectos, los polipéptidos ActRIIA usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente
documento se generan usando acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera de los
polipéptidos ActRIIA (por ejemplo, los polipéptidos ActRIIA solubles), incluyendo fragmentos, variantes funcionales y
proteinas de fusion descritos en el presente documento. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 4 codifica el polipéptido precursor
del ActRIIA humano presente de forma natural, mientras que la SEQ ID NO: 5 codifica el domino extracelular del
ActRIIA procesado. Tales acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Tales acidos nucleicos pueden
ser moléculas de ADN o ARN. Estos &cidos nucleicos se pueden usar, por ejemplo, en métodos de fabricacion de
polipéptidos ActRIIA o como agentes terapéuticos directos (p. €j., en una estrategia de terapia génica).

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos que codifican polipéptidos ActRIIA pueden incluir acidos nucleicos que son
variantes de la SEQ ID NO: 4 o 5. Las secuencias de nucleétidos de las variantes incluyen secuencias que difieren en
una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucledtidos, tal como las variantes alélicas.

En ciertas realizaciones, las secuencias de &cido nucleico aislado o recombinante que codifican polipéptidos ActRIIA
pueden ser al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticas a la SEQ ID NO: 4 0 5. Un
experto en la materia comprendera que se pueden usar secuencias de acido nucleico complementarias a la SEQ ID
NO: 4 0 5 y variantes de la SEQ ID NO: 4 0 5 en la produccion de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en los
métodos y las composiciones descritos en el presente documento. En realizaciones adicionales, tales secuencias de
acido nucleico se pueden aislar, recombinar y/o fusionar a una secuencia de nucleétido heterélogo, o pueden proceder
de una genoteca de ADN.

En otras realizaciones, los acidos nucleicos usados en la produccion de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso
en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento pueden incluir secuencias de nucleétidos
que se hibridan en condiciones muy rigurosas a la secuencia de nucleétidos determinada por la SEQ ID NO: 40 5, la
secuencia complementaria de la SEQ ID NO: 4 o 5, o fragmentos de la misma. Un experto en la materia entendera
que se pueden modificar las condiciones de rigurosidad adecuadas que facilitan la hibridacién del ADN. Por ejemplo,
se puede realizar la hibridacion 6,0 veces en cloruro sodico/citrato sédico (SSC) a aproximadamente 45 grados Celsius
seguida de un lavado de 2,0 veces con SSC a 50 grados Celsius. Por ejemplo, la concentracion de sal en la etapa de
lavado se puede seleccionar desde una baja rigurosidad de aproximadamente 2,0 veces con SCC a 50 grados Celsius
a una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2 veces con SCC a 50 grados Celsius. Ademas, la temperatura de la
etapa de lavado se puede aumentar desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente
22 grados Celsius, a condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 grados Celsius. Se puede variar tanto la
temperatura como la sal, o se puede mantener constante la temperatura o la concentraciéon de sal y modificar la otra
variable. En una realizacién, con los métodos y las composiciones descritos en el presente documento se pueden usar
acidos nucleicos que se hibridan en las condiciones de baja rigurosidad de 6 veces con SCC a temperatura ambiente
seguida de un lavado de 2 veces con SCC a temperatura ambiente.
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Los é&cidos nucleicos aislados que difieren de los &cidos nucleicos expuestos en las SEQ ID NO: 4 o 5 debido a la
degeneracion del codigo genético, también se pueden usar en la produccion de polipéptidos ActRIIA adecuados para
su uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. Por ejemplo, varios aminoacidos se
designan por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo, CAU
y CAC son sinénimos para histidina), pueden derivar en mutaciones «silenciosas» que no afectan a la secuencia de
aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera que los polimorfismos de secuencia de ADN que derivan en
cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objetivo seguirdn existiendo entre las células de
mamiferos. Un experto en la materia comprendera que estas variaciones en uno o mas nucledtidos (hasta
aproximadamente el 3-5 % de nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican una proteina concreta pueden existir
entre individuos de una determinada especie debido a la variacion alélica natural.

En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos recombinantes se pueden conectar de forma operativa a una o mas
secuencias de nucle6tidos reguladoras de un constructo de expresién. Generalmente, las secuencias de nucleétidos
reguladoras seran adecuadas para la célula huésped usada para la expresion. En la técnica se conocen diversos tipos
de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una variedad de células huésped.
Habitualmente, dichas una o mas secuencias de nucledtidos reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a,
secuencias de promotores, secuencias lider o sefal, sitios de unién de ribosomas, secuencias de inicio y terminacion
de la transcripcion, secuencias de inicio y terminacién de la traduccién y secuencias potenciadoras o secuencias
activadoras. Los promotores constitutivos o inducibles tal y como se conocen en la técnica se contemplan en el
presente documento. Los promotores pueden ser promotores presentes de forma natural o promotores hibridos que
combinan elementos de mas de un promotor. Un constructo de expresion puede estar presente en una célula en un
episoma, tal como un plasmido, o el constructo de expresion puede estar insertado en un cromosoma. En una
realizacién preferida, el vector de expresién contiene un gen marcador seleccionable para permitir la seleccién de
células huésped transformadas. Los genes marcadores seleccionables son bien conocidos en la técnica y variaran en
funcion de la célula huésped usada.

En ciertos aspectos, el acido nucleico usado en la produccion de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en los
métodos y las composiciones descritas en el presente documento se puede proporcionar en un vector de expresion
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido ActRIIA y esté operativamente conectado a
al menos una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras estan reconocidas en la técnica y se seleccionan
para la expresion directa del polipéptido ActRIIA. Por consiguiente, el término secuencia reguladora incluye
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion. Secuencias reguladoras ejemplares se
describen en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, Calif.
(1990). Por ejemplo, se puede usar cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresién, que
controlan la expresion de una secuencia de ADN cuando estan operativamente conectadas a ella, en estos vectores
para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido ActRIIA. Tales secuencias de control de la expresién
utiles incluyen, por ejemplo, los promotores tempranos o tardios del SV40, el promotor tet, el promotor temprano
inmediato del adenovirus o citomegalovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC o TRC,
el promotor T7 cuya expresion esta dirigida por la ARN polimerasa T7, las regiones operadoras y promotoras
principales del fago lambda, las regiones de control de la proteina de cubierta fd, el promotor de la 3-fosfoglicerato
quinasa u otras enzimas glicoliticas, los promotores de la fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los promotores de los
factores a de apareamiento de la levadura, el promotor de poliedros del sistema baculovirus y otras secuencias
conocidas para el control de la expresién de genes de células procariotas y eucariotas 0 sus virus y diversas
combinaciones de los mismos. Se debe entender que el disefio del vector de expresion puede depender de factores
tales como la eleccién de la célula huésped que se va a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar.
Asimismo, se debe considerar el nimero de copias del vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias y la
expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como los marcadores antibidticos.

Un &acido nucleico recombinante usado en la produccién de polipéptidos ActRIIA adecuados para su uso en los
métodos y las composiciones descritos en el presente documento se puede producir mediante ligamiento del gen
clonado, o una porcién del mismo, a un vector adecuado para expresién en células procariotas, células eucariotas
(levadura, aviar, insectos o mamiferos) o en ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido
ActRIIA recombinante incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos
de los tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos
derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresién en mamiferos contienen tanto secuencias procariotas, para facilitar la propagacioén del
vector en la bacteria, como una o mas unidades de transcripcién eucariotas, que se expresan en células eucariotas.
Los vectores derivados de pcDNAl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion en mamiferos adecuados para la transfeccion
de células eucariotas. Algunos de estos vectores estan modificados con secuencias procedentes de plasmidos
bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la replicacion y seleccién de la resistencia a farmacos tanto en células
procariotas como en eucariotas. Como alternativa, se pueden usar derivados de virus tales como el virus del papiloma
bovino (BPV-1) o el virus Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas
en células eucariotas. Més adelante, en la descripcion de los sistemas de administracion de terapia génica se pueden
encontrar ejemplos de otros sistemas de expresion virales (incluyendo retrovirales). Los diversos métodos empleados
en la preparacion de los plasmidos y en la transformacién de organismos huésped son bien conocidos en la técnica.
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Para ver otros sistemas de expresidn adecuados tanto para células procariotas como para células eucariotas, asi
como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by
Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede ser deseable
expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresién en baculovirus. Los ejemplos de
tales sistemas de expresion en baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y
pVL941), vectores derivados de pAcUW (tales como pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como el
pBlueBac Il que contiene B-gal).

Los vectores se pueden disenar para la produccién de los polipéptidos ActRIIA objetivo en células CHO, tal como un
vector Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores pCl-neo
(Promega, Madison, Wis.). Como resultara evidente, los constructos génicos objetivo se pueden usar para provocar
la expresion de los polipéptidos ActRIIA objetivo en células propagadas en cultivo, p. ej., para producir proteinas,
incluyendo proteinas de fusién o variantes proteicas, para su purificacion.

Las células huésped transfectadas con un gen recombinante que incluye una secuencia codificante (por ejemplo, SEQ
ID NO: 4 o0 5) para uno o mas de los polipéptidos ActRIIA objetivo se pueden usar en la produccién de polipéptidos
ActRIIA adecuados para su uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. La célula
huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIA proporcionado en el
presente documento se puede expresar en células bacterianas tales como las de E. coli, en células de insectos (por
ejemplo, usando un sistema de expresion basado en baculovirus), en levaduras o en células de mamiferos. Los
expertos en la materia conocen otras células huésped adecuadas.

Por consiguiente, en el presente documento se desvelan métodos de produccién de polipéptidos ActRIIA. Por ejemplo,
se puede cultivar una célula huésped transfectada con un vector de expresiéon que codifica un polipéptido ActRIIA en
condiciones adecuadas que permitan que se produzca la expresion del polipéptido ActRIIA. El polipéptido ActRIIA se
puede secretar y aislar a partir de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido ActRIIA. Como alternativa,
el polipéptido ActRIIA se puede retener en el citoplasma o en una fraccion de membrana y las células se pueden
recolectar y lisar, aislando asi la proteina. Un cultivo celular incluye células huésped, medio y otros subproductos. Los
medios adecuados para cultivo celular se conocen bien en la técnica. Los polipéptidos ActRIIA objetivo se pueden
aislar del medio de cultivo celular, las células huésped o ambos usando técnicas de purificacion de proteinas conocidas
en la técnica, incluyendo cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de filtracién en gel, ultrafiltracién,
electroforesis, purificacién por inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos concretos de los polipéptidos
ActRIIA y purificacion por afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado al polipéptido ActRIIA (por
ejemplo, se puede usar una columna de proteina A para purificar una fusién ActRIIA-Fc). En una realizacion preferida,
el polipéptido ActRIIA es una proteina de fusion que contiene un dominio que facilita su purificacion. En una realizacion,
la purificacion se consigue mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, incluyendo, por ejemplo, tres
0 mas de la siguientes, en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A, cromatografia en columna de
sefarosa Q, cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion por tamario y cromatografia de
intercambio catidnico. La purificacion se podria completar con retencién del virus por filtracion y sustitucion de tampén.
Tal y como se ha demostrado en el presente documento, la proteina ActRIIA-Fc se purificé hasta una pureza de > 98
% tal y como se determind mediante cromatografia de exclusién por tamafno y de > 95 % tal y como se determiné por
SDS-PAGE. Este nivel de pureza fue suficiente para conseguir los efectos deseados sobre los huesos de los ratones
y un perfil de seguridad aceptable en ratones, ratas y primates no humanos.

En otra realizacién, un gen de fusion que codifica para una secuencia lider de purificacién, tal como la secuencia de
un sitio de escision de la poli-(His)/enteroquinasa del extremo N-terminal de la porcion deseada de un polipéptido
ActRIIA recombinante, puede permitir la purificacion de la proteina de fusién expresada mediante cromatografia de
afinidad usando una resina del ion metalico Ni2+. A continuacion, la secuencia lider de purificacién se puede retirar
posteriormente mediante tratamiento con enteroquinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIA purificado (p. €j.,
véase Hochuli y col., (1987) J. Chromatography 411:177; y Janknecht y col., PNAS USA 88:8972).

Las técnicas de fabricacion de genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la uniéon de diversos fragmentos
de ADN que codifican para diferentes secuencias polipeptidicas se puede llevar a cabo de acuerdo con técnicas
convencionales, empleando extremos romos o escalonados para ligamiento, digestion con enzima de restriccion para
proporcionar extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segin convenga, tratamiento con fosfatasa alcalina
para evitar uniones indeseables y ligamiento enzimatico. En otra realizacién, puede sintetizarse el gen de fusion
mediante técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Como alternativa, puede
llevarse a cabo la amplificacion por PCR de fragmentos génicos usando cebadores de anclaje que dan lugar a
protuberancias complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que pueden alinearse posteriormente
para generar una secuencia génica quimeérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds.
Ausubel y col., John Wiley & Sons: 1992).

La proteina de fusion ActRIIA-Fc se puede expresar en células CHO-DUKX B1 1 transfectadas de forma estable a
partir de un vector pAID4 (origen de replicacion/potenciador de SV40, promotor de CMV), usando una secuencia lider
del plasmindgeno tisular de SEQ ID NO: 9. La porcién Fc es una secuencia de IgG1 humana, tal y como se muestra
en la SEQ ID NO: 7. En ciertas realizaciones, tras la expresion, la proteina contenida tiene, de media, entre
aproximadamente 1,5 y 2,5 moles de acido sialico por molécula de proteina de fusion ActRIIA-Fc.
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En ciertas realizaciones la semivida en suero de una fusién ActRIIA-Fc puede ser de 25-32 dias en pacientes
humanos. Ademas, el material expresado en la célula CHO puede tener una afinidad por el ligando de activina B mas
alta que la informada para una proteina de fusion ActRIIA-hFc expresada en células 293 humanas (del Re y col., J
Biol Chem. 2004 Dec 17;279(51):53126-35). Ademas, sin querer limitarnos a la teoria, el uso de la secuencia lider de
TPA permitié una produccion mayor que otras secuencias lider y, a diferencia de la ActRIIA-Fc expresada con una
secuencia lider nativa, puede proporcionar una secuencia N-terminal de alta pureza. El uso de la secuencia lider nativa
puede dar dos especies principales de ActRIIA-Fc que tienen una secuencia N-terminal diferente.

(b) INHIBIDORES DE ACTRIIB

Tal y como se usa en el presente documento, el término «ActRIIB» se refiere a una familia de proteinas que son
receptores tipo IIB de activina (ActRIIB) de cualquier especie y variantes procedentes de tales proteinas ActRIIB
mediante mutagénesis u otra modificacion. Se entiende que la referencia a ActRIIB en el presente documento es una
referencia a cualquiera de las formas actualmente identificadas del receptor. Los miembros de la familia ActRIIB son
generalmente proteinas transmembrana, compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando con una region
rica en cisteina, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con prevista actividad serina/treonina
quinasa.

Los inhibidores de ActRIIB para uso en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento incluyen,
sin limitacion, polipéptidos ActRIIB solubles de unién a activina; anticuerpos que se unen a activina (concretamente a
las subunidades A o B de activina, también conocidas como BA o BB) y alteran la unién a ActRIIB; anticuerpos que se
unen a ActRIIB y alteran la unién a activina; proteinas que no son anticuerpos seleccionadas para union a activina o
ActRIIB y péptidos aleatorios seleccionados para unién a activina o ActRIIB que se pueden conjugar a un dominio Fc.

En ciertas realizaciones, dos o mas proteinas diferentes (u otros restos) con actividad de unién a activina o ActRIIB,
especialmente ligantes de activina que bloquean los sitios de union tipo | (por ejemplo, un receptor de activina tipo |
soluble) y tipo Il (por ejemplo, un receptor de activina tipo Il soluble), respectivamente, se pueden enlazar para crear
una molécula de unién bifuncional o multifuncional que inhibe el ActRIIB vy, por tanto, se pueden usar en las
composiciones y los métodos descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, los antagonistas del eje
de senalizacién Activina-ActRIIB que inhiben el ActRIIB, entre los que se incluyen aptameros de acidos nucleicos,
pequerias moléculas y otros agentes, se usan en las composiciones y los métodos del presente documento.

(i) Inhibidores de ActRIIB que comprenden polipéptidos ActRIIB

Tal y como se usa en el presente documento, el término «polipéptido ActRIIB» se refiere a polipéptidos que
comprenden cualquier polipéptido de un miembro de la familia ActRIIB presente de forma natural, asi como a cualquier
variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos, fusiones y formas peptidomiméticas) que retiene una
actividad util. Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIB incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier
receptor ActRIIB conocido que tenga una secuencia al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia de
un polipéptido ActRIIB y, opcionalmente, al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad
de secuencia. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB puede unirse e inhibir la funcién de una proteina ActRIIB y/o la
activina. Un ejemplo de un polipéptido ActRIIB incluye el polipéptido precursor del ActRIIB humano (SEQ ID NO: 16 o
SEQ ID NO: 28). Con respecto al polipéptido precursor del ActRIIB cuya secuencia de aminoacidos esta representada
por la SEQ ID NO: 16 o la SEQ ID NO: 28 (es decir, el polipéptido precursor del ActRIIB humano), el péptido sefal del
polipéptido precursor del ActRIIB humano esté localizado en los aminoacidos 1 a 18; el dominio extracelular esta
localizado en los aminoé&cidos 19 a 134 y los sitios potenciales de N-glicosilacion estan localizados en las posiciones
de aminodcidos 42 y 65. La secuencia de &cido nucleico que codifica el polipéptido precursor del ActRIIB humano de
SEQ ID NO: 16 se desvela como SEQ ID NO: 19 (la SEQ ID NO: 19 aporta una alanina en el codén correspondiente
a la posicion de aminoacido 64, pero un experto en la materia la podria modificar facilmente usando métodos
conocidos en la técnica para aportar en su lugar una arginina en el codén correspondiente a la posicién de aminoacido
64). Véase la Tabla 6 para ver una descripcion de las secuencias.

La numeracién de aminoacidos para todos los polipéptidos relacionados con ActRIIB descritos en el presente
documento se basa en la numeracion de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 28 (que solo difieren en el
aminoacido expresado en la posicion 64), a menos que se indique especificamente lo contrario. Por ejemplo, si un
polipéptido ActRIIB se describe como que tiene una sustitucion/mutacién en la posicién de aminodacido 79, entonces
se debe entender que esa posicion 79 se refiere al aminoécido 79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28, de las
cuales deriva el polipéptido ActRIIB. Asimismo, si un polipéptido ActRIIB se describe como que tiene una alanina o
una arginina en la posicion de aminodacido 64, entonces se debe entender que esa posicion 64 se refiere al aminoacido
64 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28, de las cuales deriva el polipéptido ActRIIB.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden polipéptidos que comprenden un dominio de unién a activina de ActRIIB. En algunas
realizaciones, los dominios de unién a activina de ActRIIB comprenden el dominio extracelular de ActRIIB o una
porcién del mismo. En realizaciones especificas, el dominio extracelular de ActRIIB o la porcion del mismo son
solubles. Formas modificadas de polipéptidos ActRIIB ilustrativas se desvelan en las solicitudes de patente de Estados
Unidos con n.? de publicacion 20090005308 y 20100068215.
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En realizaciones especificas, los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento son polipéptidos ActRIIB solubles. El término «polipéptido ActRIIB soluble» generalmente se
refiere a polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRIIB, incluyendo cualquier dominio
extracelular de una proteina ActRIIB presente de forma natural, asi como cualquier variante de los mismos (incluyendo
mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas). Los polipéptidos ActRIIB solubles se pueden unir a activina; sin
embargo, la proteina ActRIIB de tipo salvaje no exhibe selectividad significativa en la unién a activina frente a GDF8/11.
En ciertas realizaciones, se pueden usar formas alteradas de ActRIIB con diferentes propiedades de unién en los
métodos proporcionados en el presente documento. Tales formas alteradas se desvelan, por ejemplo, en las
solicitudes de patente internacional con n.? de publicacién. WO 2006/012627 y WO 2010/019261. Se puede aportar
especificidad anadida a las proteinas ActRIIB nativas o alteradas mediante acoplamiento con un segundo agente de
unién a activina selectivo. Entre los polipéptidos ActRIIB ejemplares se incluye el dominio extracelular de un polipéptido
ActRIIB humano (por ejemplo, las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42y 43).

Se ha demostrado que una proteina de fusion Fc que tiene la secuencia extracelular de ActRIIB desvelada por Hilden
y col. (Blood, 1994, 83(8):2163-70), que tiene una alanina en la posiciéon correspondiente al aminoacido 64 de la
secuencia de aminoacidos del precursor de ActRIIB, es decir, la SEQ ID NO: 16 (en el presente documento
denominada «A64»), posee una afinidad relativamente baja por la activina y el GDF-11. Por el contrario, una proteina
de fusion Fc con una arginina en la posicion 64 de la secuencia de aminoacidos del precursor de ActRIIB (en el
presente documento denominada «R64») tiene una afinidad por la activina y el GDF-11 en el intervalo de nanomolar
bajo a picomolar alto (véase, por e. €]., la solicitud de patente de Estados Unidos con n.2 de publicacién 20100068215).
En la SEQ ID NO: 28 se presenta una secuencia de aminoacidos del precursor de ActRIIB con una arginina en la
posicion 64. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados de acuerdo con las composiciones
y los métodos descritos en el presente documento pueden comprender (i) una alanina en la posiciéon correspondiente
al aminoacido 64 de la secuencia de amino&cidos del precursor de ActRIIB, es decir, la SEQ ID NO: 16 o (ii) una
arginina en la posiciéon 64 de la secuencia de aminoacidos del precursor de ActRIIB, es decir, la SEQ ID NO: 28. En
otras realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados de acuerdo con las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento pueden comprender un aminoacido que no sea alanina o arginina en la posicién correspondiente
al aminoé&cido 64 de la secuencia de aminoacidos del precursor de ActRIIB, es decir, la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:
28.

Se ha demostrado que una delecién del nudo de prolina en el C-terminal del dominio extracelular de ActRIl reduce la
afinidad del receptor por la activina (véase, p. €j., Attisano y col., Cell, 1992, 68(1):97-108). Una proteina de fusion
ActRIIB que contiene los aminoacidos 20-119 de la SEQ ID NO: 28 (es decir, SEQ ID NO: 32), «ActRIIB(20-119)-Fc»,
tiene menor afinidad de uniéon a GDF-11 y activina que una proteina de fusion ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos
20-134 de la SEQ ID NO: 28 (es decir, SEQ ID NO: 31), «ActRIIB(20-134)-Fc», que incluye la region del nudo de
prolina y el dominio yuxtamembrana completo. Sin embargo, una proteina de fusiéon ActRIIB-Fc que contiene los
aminoacidos 20-129 de la SEQ ID NO: 28, «ActRIIB(20-129)-Fc» retiene una actividad similar, pero un tanto menor»,
que el dominio extracelular no truncado de ActRIIB, incluso aunque la regién del nudo de prolina se haya alterado.
Por tanto, todos los polipéptidos ActRIIB que comprenden dominios que se detienen en los aminoacidos 134, 133,
132,131,130y 129 de la SEQ ID NO: 28 (0 SEQ ID NO: 16) se espera que sean activos, pero los constructos que se
detienen en los aminoacidos 133 o 134 pueden ser los mas activos. De forma similar, no se espera que las mutaciones
en cualquiera de los residuos 129-134 alteren la afinidad de unién al ligando en grandes margenes, tal y como indica
el hecho de que las mutaciones P129 y P130 de la SEQ ID NO: 28 no disminuyen significativamente la unién al
ligando. Por lo tanto, los polipéptidos ActRIIB usados de acuerdo con los métodos y las composiciones descritos en
el presente documento pueden terminar tan pronto como en el aminoacido 109 (es decir, la cisteina final) de la SEQ
ID NO: 28 (o SEQ ID NO: 16); sin embargo, las formas que terminan en, o entre, las posiciones 109y 119 de la SEQ
ID NO: 28 (0 SEQ ID NO: 16) se espera que tengan una capacidad de union al ligando reducida.

El aminoacido 29 de la SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 28 representa la cisteina inicial de la secuencia del precursor
de ActRIIB. Se espera que un polipéptido ActRIIB que comience en el aminoacido 29 del N-terminal de la SEQ ID NO:
16 0 SEQ ID NO: 28, o antes de esta posicion de aminoacido, retendra la actividad de unién al ligando. Una mutacion
de alanina a asparagina en la posicién 24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 introduce una secuencia de N-
glicosilacion sin afectar sustancialmente a la unién al ligando. Esto confirma que las mutaciones en la region entre el
sitio de escision del péptido sefial y la region entrecruzada de cisteina, correspondiente a los aminoacidos 20-29 de
la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO. 28, se toleran bien. En concreto, los polipéptidos ActRIIB que comienzan en las
posiciones de aminoacidos 20, 21, 22, 23 y 24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 retendran su actividad y los
polipéptidos ActRIIB que comienzan en las posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28
también se espera que retengan su actividad. Un polipéptido ActRIIB que comience en la posicién de aminoacido 22,
23,24 0 25de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 tendra la mayor actividad.

En resumen, las porciones activas (es decir, los polipéptidos ActRIIB) de la proteina precursora de ActRIIB (es decir,
SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28) para su uso de acuerdo con los métodos y las composiciones descritos en el
presente documento generalmente comprenderan los aminodcidos 29-109 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28, y
tales polipéptidos ActRIIB pueden, por ejemplo, comenzar en un residuo correspondiente a cualquiera de los
aminoacidos 19-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminar en una posicién correspondiente a cualquiera
de los aminoacidos 109-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28. Entre los ejemplos concretos de polipéptidos
ActRIIB abarcados en el presente documento se incluyen los que empiezan en una posicion de aminoacido de 19-29,
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20-29 0 21-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en una posicion de aminoacido de 119-134, 119-133
0 129-134, 129-133 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28. Otros ejemplos concretos de polipéptidos ActRIIB
abarcados en el presente documento incluyen los que empiezan en una posicién de aminoacido de 20-24 (0 21-24 o
22-25) de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en una posicion de aminoacido de 109-134 (o 109-133),
119-134 (0 119-133) 0 129-134 (0 129-133) de la SEQ ID NO: 16 0 SEQ ID NO:28. También se contemplan variantes
de polipéptidos ActRIIB que se encuentran dentro de estos intervalos, concretamente las que tienen al menos un 80
%, 85 %, 90 %, 91 %, 92 Y%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de secuencia u homologia de
secuencia con la porcion correspondiente de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIB. El truncamiento puede
estar en el extremo carboxilo terminal y/o en el extremo amino terminal del polipéptido ActRIIB. En ciertas
realizaciones, el truncamiento puede serde 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 o0 25 aminoacidos de longitud en comparacién con el dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En
ciertas realizaciones, el truncamiento puede serde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24 o 25 aminoacidos N-terminales del dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. En ciertas
realizaciones, el truncamiento puede serde 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 0 25 aminoécidos C-terminales del dominio extracelular del polipéptido ActRIIB maduro. Por ejemplo, las formas
truncadas de ActRIIB incluyen polipéptidos con aminoacidos 20-119; 20-128; 20-129; 20-130; 20-131; 20-132; 20-133;
20-134; 20-131; 21-131; 22-131; 23-131; 24-131 y 25-131, donde las posiciones de los aminodacidos se refieren a las
posiciones de los aminoacidos en la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28.

Las formas truncadas ejemplares de ActRIIB incluyen (i) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos
21-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 (opcionalmente, que empiezan en 22-25 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID
NO:28) y terminan en cualquiera de los aminoacidos 109-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (ii) polipéptidos
que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 (opcionalmente, que
empiezan en 22-25 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28) y terminan en cualquiera de los aminodcidos 109-133 de
la SEQ ID NO: 16 0 SEQ ID NO: 28; (iii) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoécidos 20-24 de la SEQ
ID NO: 16 0 SEQ ID NO: 28 (opcionalmente, que empiezan en 22-25 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:28) y terminan
en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (iv) polipéptidos que empiezan en
cualquiera de los aminodcidos 21-24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera de los
aminoacidos 109-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (v) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los
aminoacidos 20-24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-133 de
la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (vi) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 21-24 de la
SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera de los amino&cidos 118-134 de la SEQ ID NO: 16 0 SEQ
ID NO: 28; (vii) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID
NO: 28 y terminan en cualquiera de los aminoacidos 128-133 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (viii) polipéptidos
que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera
de los aminoacidos 128-133 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (ix) polipéptidos que empiezan en cualquiera de
los aminoacidos 21-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera de los aminoacidos 118-134
de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28; (x) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de la
SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera de los amino&cidos 118-133 de la SEQ ID NO: 16 0 SEQ
ID NO: 28; (xi) polipéptidos que empiezan en cualquiera de los aminoacidos 21-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID
NO: 28 y terminan en cualquiera de los aminoécidos 128-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y (xii) polipéptidos
que empiezan en cualquiera de los aminoécidos 20-29 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 y terminan en cualquiera
de los aminoacidos 128-133 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28. En una realizacion especifica, un polipéptido
ActRIIB comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que empieza en la
posicion de aminoacido 25 de la SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:28 y termina en la posicién de aminoacido 131 de la
SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28. En otra realizacion especifica, un polipéptido ActRIIB consiste en, o consiste
esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37,42, 0
43.

Cualquiera de los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento
se puede producir como un homodimero. Cualquiera de los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y los
métodos descritos en el presente documento se puede formular como una proteina de fusiéon que tiene una porcién
heterdloga que comprende una regidon constante de una cadena pesada de IgG, tal como un dominio Fc. Cualquiera
de los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento puede
comprender un amino&cido acido en la posicion correspondiente a la posicion 79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:
28, opcionalmente en combinacidén con una o mas sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos adicionales
en comparacion con la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28.

En realizaciones especificas, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden un dominio extracelular de ActRIIB con una o mas sustituciones/mutaciones de
aminoacidos. Tal sustitucion/mutacién de aminoacidos puede ser, por ejemplo, un intercambio entre la leucina de la
posicion de aminoacido 79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 por un aminoacido acido, tal como acido aspartico
o acido glutamico. Por ejemplo, en los polipéptidos del dominio extracelular de ActRIIB se puede alterar la posicién
L79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 para conferir propiedades de unién a activina-miostatina (GDF-11)
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alteradas. Las mutaciones L79A y L79P reducen la unién a GDF-11 en mayor grado que la unién a activina. Las
mutaciones L79E y L79D retienen la unién a GDF-11, pero demuestran una gran reduccién de la unién a activina.

En ciertas realizaciones, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIB que también lleva una
sustitucion de aminodcido, por ejemplo, un intercambio de la leucina de la posicion de aminoacido 79 de la SEQ ID
NO: 16 o SEQ ID NO: 28 por un aminoacido &cido, tal como &cido aspartico o acido glutdamico. En una realizacién
especifica, la forma truncada de un dominio extracelular de ActRIIB que también lleva una sustituciéon de aminoacido
usada en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento es la SEQ ID NO: 23. Las formas de
ActRIIB que estan truncadas y/o llevan una o mas sustituciones de amino&cidos se pueden conectar a un dominio Fc
de un anticuerpo tal y como se ha comentado anteriormente.

Se pueden obtener fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos ActRIIB, por ejemplo, mediante cribado de
polipéptidos producidos recombinantemente a partir del correspondiente fragmento del acido nucleico que codifica un
polipéptido ActRIIB. Ademas, los fragmentos se pueden sintetizar quimicamente usando técnicas conocidas en la
técnica tales como la sintesis quimica en fase sélida mediante los métodos Fmoc o t-Boc de Merrifield. Los fragmentos
se pueden producir (recombinantemente o mediante sintesis quimica) y ensayar para identificar los fragmentos
peptidicos que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIB o de la sefalizacién mediada
por activina.

Ademas, se pueden obtener las variantes funcionalmente activas de polipéptidos ActRIIB, por ejemplo, mediante
cribado de bibliotecas de polipéptidos modificados producidos recombinantemente a partir de los correspondientes
acidos nucleicos mutagenizados que codifican un polipéptido ActRIIB. Las variantes se pueden producir y ensayar
para identificar aquellas que pueden funcionar como antagonistas (inhibidores) de la proteina ActRIIB o de la
sefnalizacion mediada por activina. En ciertas realizaciones, una variante funcional de los polipéptidos ActRIIB
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de entre las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43. En ciertas realizaciones,
la variante funcional tiene una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31,
32, 33, 36, 37, 42y 43.

Se pueden generar variantes funcionales, por ejemplo, mediante modificacién de la estructura de un polipéptido
ActRIIB para propositos tales como la mejora de la eficacia terapéutica o la estabilidad (por ejemplo, la vida Util de
almacenamiento ex vivo y la resistencia a la degradacién proteolitica in vivo). Cuando se seleccionan tales polipéptidos
ActRIIB modificados para retener la unién a activina, se consideran equivalentes funcionales de los polipéptidos
ActRIIB presentes en la naturaleza. También se pueden producir polipéptidos ActRIIB, por ejemplo, mediante
sustitucion, delecion o adicién de aminoacidos. Por ejemplo, cabe esperar que una sustitucion aislada de una leucina
por una isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por una serina o una sustitucion similar de un
aminoacido por un aminodcido estructuralmente relacionado (p. ej., mutaciones conservadoras) no tendra un efecto
importante sobre la actividad bioldgica de la molécula resultante. Las sustituciones conservadoras son las que tienen
lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Se puede determinar
facilmente si un cambio en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido ActRIIB deriva en un homologo funcional
mediante evaluacion de la capacidad de la variante del polipéptido ActRIIB para producir una respuesta en las células
similar a la del polipéptido ActRIIB de tipo salvaje.

En los métodos y composiciones descritos en el presente documento se pueden usar mutantes de un polipéptido
ActRIIB, en concreto conjuntos de mutantes combinatoriales de un polipéptido ActRIIB y mutantes de truncamiento;
los pools de mutantes combinatoriales son especialmente Utiles para la identificacion de secuencias de variantes
funcionales. El proposito del cribado de tales bibliotecas combinatoriales puede ser el de generar, por ejemplo,
variantes del polipéptido ActRIIB que puedan actuar como agonistas o como antagonistas o, como alternativa, que
posean actividades novedosas en conjunto.

Se ha demostrado que el bolsillo de unién al ligando de ActRIIB viene definido por los residuos Y31, N33, N35, L38 a
T41, E47, E50, Q53 a K55, L57, H58, Y60, S62, K74, W78 a N83, Y85, R87, A92 y E94 a F101 de la SEQ ID NO: 16
o SEQ ID NO: 28. En estas posiciones se espera que se toleren mutaciones conservadoras, aunque una mutacion
K74A se tolera bien, al igual que las R40A, K55A, F82A y las mutaciones en la posicién L79. R40 es una K en Xenopus,
lo que indica que se toleraran bien aminoacidos basicos en esta posicién. Q53 es R en ActRIIB bovino y K en ActRIIB
de Xenopus y, por lo tanto, los aminoacidos que incluyen R, K, Q, N y H se tolerarén bien en esta posicion. Por tanto,
una férmula general para un polipéptido ActRIIB para uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente
documento es una que comprende los aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28, pero que
opcionalmente empieza en una posicion de aminoacido que varia de 20-24 o 22-25 de la SEQ ID NO: 16 0 SEQ ID
NO: 28 y termina en una posicién de aminoacido que varia de 129-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28, y no
comprende mas de 1, 2, 5 0 15 cambios conservativos de aminoacidos en el bolsillo de unién al ligando y cero, una o
mas alteraciones no conservativas en las posiciones de amino&cidos 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 de la SEQ ID NO: 16 0
SEQ ID NO: 28 del bolsillo de unién al ligando. Tal polipéptido ActRIIB puede retener mas del 80 %, 90 %, 95 % o0 99
% de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO:
16 o r SEQ ID NO: 28. Los sitios fuera del bolsillo de unién, en los cuales se puede tolerar especialmente bien la
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variabilidad, incluyen los extremos carboxilo y amino terminales del dominio extracelular de ActRIIB y las posiciones
42-46 y 65-73. Una alteracion de asparagina a alanina en la posicién 65 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28 (N65A)
mejora realmente la unién al ligando en la A64 original y, por tanto, se espera que no tenga un efecto perjudicial sobre
la unién al ligando en la R64 original. Este cambio probablemente elimina la glicosilacion en N65 de la A64 original v,
por tanto, demuestra es probable que se tolere un cambio significativo en esta region. Mientras que un cambio R64A
se tolera mal, R64K se tolera bien y, por tanto, otro residuo basico, tal como H, se puede tolerar bien en la posicién
64.

Como ejemplo especifico de un polipéptido ActRIIB con una mutacién en el dominio de unién al ligando, se puede
mutar el residuo de aminodacido positivamente cargado Asp(D80) del dominio de union al ligando de ActRIIB a un
residuo de aminoacido diferente de tal modo que la variante de polipéptido ActRIIB se una preferentemente a GDF8
y no a activina. En una realizacion especifica, el residuo D80 se cambia a un residuo de aminoacido seleccionado de
entre el grupo que consiste en: un residuo de aminoacido no cargado, un residuo de aminoacido negativo y un residuo
de aminoacido hidrofébico. Como ejemplo especifico adicional, el residuo hidrofébico L79 se puede alterar a los
aminoacidos acidos acido aspartico o acido glutamico para reducir enormemente la unién a activina a la vez que se
retiene la unién a GDF11. Como bien sabe un experto en la materia, la mayoria de las mutaciones, variantes o
modificaciones descritas se pueden hacer a nivel del acido nucleico o, en algunos casos, mediante modificacion
postraduccional o sintesis quimica. Tales técnicas se conocen bien en la técnica.

En realizaciones especificas, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden una proteina de fusién/conjugada que comprende un dominio extracelular (por
ejemplo, un dominio de unién a activina) de un receptor ActRIIB conectado a una porcién Fc de un anticuerpo. Tales
proteinas de fusion/conjugadas pueden comprender cualquiera de los polipéptidos ActRIIB descritos en el presente
documento (por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NO:17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 0 43),
cualquiera de los polipéptidos conocidos en la técnica o cualquiera de los polipéptidos ActRIIB generados usando
métodos conocidos en la técnica y/o proporcionados en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el dominio extracelular esta conectado a una porcién Fc de un anticuerpo a través de un
conector, por ejemplo, un conector peptidico. Los conectores ejemplares incluyen secuencias polipeptidicas cortas
tales como de 2-10, 2-5, 2-4, 2-3 residuos de aminodcidos (por ejemplo, residuos de glicina), tal como, por ejemplo,
un conector Gly-Gly-Gly. En una realizacion especifica, el conector comprende la secuencia de aminoacidos Gly-Gly-
Gly (GGG). En otra realizacién especifica, el conector comprende la secuencia de aminoacidos Thr-Gly-Gly-Gly
(TGGG). Opcionalmente, el dominio Fc tiene una o0 mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-
434. En ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene una o méas de estas mutaciones (p. €j., una mutacion Asp-265)
tiene menor capacidad de unién al receptor Fcy que un dominio Fc de tipo salvaje. En otros casos, el dominio Fc
mutante que tiene una o méas de estas mutaciones (por ejemplo, una mutacién Asn-434) tiene mayor capacidad de
unién al receptor Fc neonatal (FcRn) de estructura similar a una molécula MHC clase | que un dominio Fc de tipo
salvaje. Las proteinas de fusién ejemplares que comprenden un dominio extracelular de ActRIIB soluble fusionado a
un dominio Fc se exponen en las SEQ ID NO: 20, 21, 24, 25, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 44,46 y 47.

En una realizacion especifica, los inhibidores de ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el
presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIB, o una porciéon del mismo, conectado a una
porcién Fc de un anticuerpo, donde dicho inhibidor de ActRIIB comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 20, 21, 24, 25, 34,
35, 38, 39, 40, 41, 44, 46 y 47. En otra realizacion especifica, los inhibidores del ActRIIB usados en las composiciones
y los métodos descritos en el presente documento comprenden el dominio extracelular de ActRIIB, o una porcion del
mismo, conectado a una porcion Fc de un anticuerpo, donde dicho inhibidor del ActRIIB comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 20, 21, 24, 25, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 44,46 y 47.

En una realizacién especifica, el inhibidor de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es una proteina de fusién entre el dominio extracelular del receptor ActRIIB humano y la
porcién Fc de la IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y
los métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusion entre un dominio extracelular truncado del
receptor ActRIIB humano y la porcion Fc de la IgG1. En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIB que se va
a usar en las composiciones y los métodos descritos en el presente documento es una proteina de fusién entre un
dominio extracelular truncado del receptor ActRIIB humano y la porcién Fc de la IgG1, donde el dominio extracelular
truncado del receptor ActRIIB humano posee una sustitucion de aminoacido en la posicion de aminoacido
correspondiente al aminoacido 79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28. En una realizacion, la sustitucién de
aminoacido en la posicién de aminoacido correspondiente al aminoacido 79 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28
es una sustitucion de leucina por acido aspartico (es decir, una mutacién L79D).

En una realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es las SEQ ID NO: 24 o 25, que representa una proteina de fusion entre el dominio
extracelular del receptor ActRIIB humano y la porcion Fc de la IgG1, donde dicho dominio extracelular de ActRIIB
comprende los aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 28 con una mutacion L79D. La secuencia de acido nucleico
que codifica la proteina de fusion ActRIIA-Fc de SEQ ID NO: 24 se presenta en la SEQ ID NO: 45.
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En otra realizacion especifica, el inhibidor de ActRIIB que se va a usar en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es la SEQ ID NO: 34 o 35, que representa una proteina de fusién entre el dominio
extracelular del receptor ActRIIB humano y la porcion Fc de la IgG1, donde dicho dominio extracelular de ActRIIB
comprende los aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 16 con una mutacion L79D.

Los sitios de reconocimiento de la glicosilacion por conexién a asparagina generalmente comprenden una secuencia
tripeptidica, asparagina-X-treonina (o asparagina-X-serina) (donde «X» es cualquier aminodacido), que es reconocida
especificamente por las enzimas de glicosilacion celular adecuadas. La alteraciéon también se puede hacer por adicién
de, o sustitucion de, uno o mas residuos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido ActRIIB de tipo salvaje
(para sitios de O-glicosilacién). Una variedad se sustituciones o deleciones en una o ambas de las posiciones de
aminoacidos primera y tercera de un sitio de reconocimiento de glicosilacion (y/o delecién de aminoacidos en la
segunda posicion) deriva en la no glicosilacién en la secuencia tripeptidica modificada. Otro medio de aumentar el
numero de restos carbohidrato en un polipéptido ActRIIB es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de glicosidos
al polipéptido ActRIIB. Dependiendo del modo de acoplamiento usado, el(los) azucar(es) se pueden fijar a (a) arginina
e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de la cisteina; (d) grupos hidroxilo
libres tales como los de la serina, treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos tales como los de la fenilalanina,
tirosina o triptéfano o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos métodos se describen en la solicitud de patente
internacional n.2 WO 87/05330 publicada el 11 de septiembre de 1987 y en Aplin and Wriston (1981) CRC Cirit. Rev.
Biochem., pp. 259-306. La eliminacién de uno o mas restos carbohidrato presentes en un polipéptido ActRIIB se puede
conseguir quimicamente y/o enzimaticamente. La deglicosilacion quimica puede implicar, por ejemplo, la exposicion
del polipéptido ActRIIB al compuesto &cido trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Este tratamiento
deriva en la escision de la mayoria de los azlcares, o todos ellos, excepto el azicar de conexion (N-acetilglucosamina
o N-acetilgalactosamina), dejando la secuencia de aminoacidos intacta. La deglicosilacion quimica se describe con
mas detalle en Hakimuddin y col. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y en Edge y col. (1981) Anal. Biochem.
118:131. La escisidén enzimatica de restos carbohidrato en polipéptidos ActRIIB se puede conseguir mediante el uso
de una variedad de endo- y exoglicosidasas tal y como se describe en Thotakura y col. (1987) Meth. Enzymol. 138:350.
La secuencia de un polipéptido ActRIIB se puede ajustar, segun convenga, dependiendo del tipo de sistema de
expresion usado, ya que todas las células de mamiferos, levadura, insectos y plantas pueden introducir diferentes
patrones de glicosilacién que se pueden ver afectados por la secuencia de aminoacidos del péptido. En general, las
proteinas ActRIIB para uso en humanos se expresaran en una linea celular de mamifero que permita una glicosilacion
adecuada, tal como las lineas celulares HEK293 o CHO, pero se prevé que otros sistemas de expresion, tales como
otras lineas celulares de expresidon en mamiferos, lineas celulares de levadura con enzimas de glicosilacién
modificadas y células de insectos, también pueden ser utiles.

En realizaciones especificas, se pueden usar en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento
polipéptidos ActRIIB mutados que comprenden la adicion de un sitio de N-glicosilacién adicional (N-X-S/T) que
aumenta la semivida en suero de una proteina de fusién ActRIIB-Fc en comparacion con la forma ActRIIB(R64)-Fc.
En una realizacion especifica, la introduccién de una asparagina en la posicion 24 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:
28 (A24N) deriva en la creacion de una secuencia NXT que confiere una semivida mas larga. Se pueden encontrar
otras secuencias NX(T/S) en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aunque la ultima puede que no esté eficientemente
glicosilada con R en la posicion 64 (es decir, en polipéptidos R64). Generalmente, las secuencias N-X-S/T se pueden
introducir en posiciones fuera del bolsillo de unién al ligando de ActRIIB, lo cual se ha comentado con detalle
anteriormente. Los sitios particularmente adecuados para la introduccion de secuencias N-X-S/T no endogenas
incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134 0 129-134 de la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28.
Las secuencias N-X-S/T también se pueden introducir en el conector entre la secuencia ActRIIB y el Fc u otro
componente de fusién. Tal sitio se puede introducir con minimo esfuerzo mediante la introducciéon de una N en la
posicion correcta con respecto a una S o T preexistentes o mediante introduccién de una S o T en una posicion
correspondiente a una N preexistente, Por tanto, las alteraciones deseables que crearian un sitio de N-glicosilacion
son: A24N, R64N, S67N (posiblemente combinada con una alteracién N65A), E106N, R112N, G120N, E123N, P129N,
A132N, R112S y R112T (con todas las posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones que se pueden
encontrar en la SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 28). Cualquier S que se prevea que va a ser glicosilada se puede alterar
a una T sin crear un sitio inmunogénico, debido a la proteccién otorgada por la glicosilacién. Asimismo, cualquier T
que se prevea que va a ser glicosilada se puede alterar a una S, Por tanto, las alteraciones S67T y S44T estan
abarcadas en el presente documento. Asimismo, en una variante A24N se puede usar una alteracion S26T. Por
consiguiente, un polipéptido ActRIIB puede incluir una o mas secuencias consenso de N-glicosilacion no endégenas
adicionales.

Se puede usar una variedad de ensayos de cribado para evaluar variantes del polipéptido ActRIIB. Por ejemplo, se
puede cribar una variante de polipéptido ActRIIB para que tenga capacidad de unién a un ligando de ActRIIB, para
que evite la unién de un ligando de ActRIIB a un polipéptido ActRIIB o para que interfiera con la sefializacién provocada
por un ligando de ActRIIB. La actividad de un polipéptido ActRIIB o sus variantes también se puede ensayar en un
ensayo in vivo o en células.

Se pueden generar variantes derivadas combinatorialmente que tengan una potencia selectiva, o generalmente
mayor, que un polipéptido ActRIIB presente de forma natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes
que tengan semividas intracelulares drasticamente diferentes de las del correspondiente polipéptido ActRIIB de tipo
salvaje. Por ejemplo, la proteina alterada se puede hacer méas estable o0 menos estable a la degradacion proteolitica
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u otros procesos celulares que deriven en la destruccion o inactivacién de un polipéptido ActRIIB nativo. Tales
variantes, y los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptidos ActRIIB mediante
modulacion de la semivida de los polipéptidos ActRIIB. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos
biolégicos mas transitorios y puede permitir un control mas estrecho de los niveles de polipéptido ActRIIB en el
paciente. En una proteina de fusién Fc, se pueden hacer mutaciones en el conector (si lo hay) y/o en la porciéon Fc
para alterar la semivida de la proteina.

Se puede producir una biblioteca combinatorial mediante una biblioteca degenerada de genes que codifican una
biblioteca de polipéptidos que incluyen, todos ellos, al menos una porcién de secuencias de polipéptidos ActRIIB
potenciales. Por ejemplo, se puede ligar enzimaticamente una mezcla de oligonucleétidos sintéticos a secuencias de
genes de tal forma que el conjunto degenerado de secuencias de nucleétidos de polipéptido ActRIIB potencial se
pueda expresar como polipéptidos individuales o, como alternativa, como un conjunto de proteinas de fusién mas
grandes (por ejemplo, para expresion en fago).

La biblioteca de homélogos potenciales se puede generar de muchas formas a partir de una secuencia de
oligonucleotido degenerada. La sintesis quimica de una secuencia de gen degenerada se puede llevar a cabo en un
sintetizador de ADN automatizado y, a continuacién, se pueden ligar los genes sintéticos a un vector de expresion
adecuado. La sintesis de oligonucleétidos degenerados se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, S
A (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura y col., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules,
ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp 273-289; ltakura y col., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; ltakura y col.,
(1984) Science 198:1056; Ike y col., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Tales técnicas se han empleado en la evolucion
dirigida de otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott y col., (1990) Science 249:386-390; Roberts y col., (1992) PNAS
USA 89:2429-2433; Devlin y col., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla y col., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi
como las patentes US5223409, US5198346 y US5096815).

Como alternativa, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatorial. Por
ejemplo, se pueden generar y aislar variantes de polipéptido ActRIIB a partir de una biblioteca mediante cribado
usando, por ejemplo, mutagénesis dirigida por barrido de alanina y similares (Rufy col., (1994) Biochemistry 33:1565-
1572; Wang y col., (1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint y col., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg y col.,
(1993) Eur. J. Biochem. 218:597-601; Nagashima y col., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman y col., (1991)
Biochemistry 30:10832-10838 y Cunningham y col., (1989) Science 244:1081-1085); mediante mutagénesis dirigida
por barrido de conector (Gustin y col., (1993) Virology 193:653-660; Brown y col., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652;
McKnight y col., (1982) Science 232:316); mediante mutagénesis por saturaciéon (Meyers y col., (1986) Science
232:613); mediante mutagénesis dirigida por PCR (Leung y col., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); o mediante
mutagénesis aleatoria, incluyendo mutagénesis quimica, etc. (Miller y col., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics,
CSHL Press, Cold Spring Harbor, N.Y.y Greener y col., (1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34). La mutagénesis dirigida
por barrido de conector, especialmente en un entorno combinatorial, es un método atractivo para la identificacion de
formas truncadas (bioactivas) de polipéptido ActRIIB.

En la técnica se conoce una amplia gama de técnicas para el cribado de productos génicos de bibliotecas
combinatoriales fabricadas mediante mutaciones y truncamientos puntuales y, por ende, para el cribado de genotecas
de ADNc para productos génicos que tienen una determinada propiedad. Generalmente, tales técnicas seran
adaptables para el cribado rapido de genotecas generadas mediante la mutagénesis combinatorial de polipéptidos
ActRIIB. Habitualmente, las bibliotecas generalmente usadas para el cribado de genotecas grandes comprenden la
clonacion de la genoteca en vectores de expresion replicables, la transformacion de las células apropiadas con la
biblioteca de vectores resultante y la expresion de los genes combinatoriales en condiciones en las que la deteccién
de una actividad deseada facilita el aislamiento relativamente sencillo del vector que codifica el gen cuyo producto se
detectd. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de unién a activina y ensayos de sefalizacion celular mediada por
activina.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y las composiciones descritos en el presente
documento pueden comprender modificaciones postraduccionales ademas de las presentes de forma natural en los
polipéptidos ActRIIB. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, acetilacién, carboxilacién, glicosilacion,
fosforilacion, lipidacion y acilacion. Como resultado, los polipéptidos ActRIIB modificados pueden contener elementos
que no son aminodcidos, tales como polietilenglicoles, lipidos, poli- 0 monosacaridos y fosfatos. Los efectos de tales
elementos que no son aminoacidos sobre la funcionalidad de un polipéptido ActRIIB se pueden ensayar mediante
cualquier método conocido por un experto en la materia. Cuando se produce un polipéptido ActRIIB en las células
mediante escision de una forma incipiente del polipéptido ActRIIB, el procesamiento postraduccional también puede
ser importante para corregir el plegamiento y/o la funcién de la proteina. Diferentes células (tales como CHO, Hela,
MDCK, 293, W138, NIH-3T3 o HEK293) tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales
actividades postraduccionales y se pueden elegir para garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de los
polipéptidos ActRIIB.

En ciertos aspectos, las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos ActRIIB incluyen proteinas de
fusién que tienen al menos una porcion de los polipéptidos ActRIIB y uno o méas dominios de fusion. Ejemplos bien
conocidos de tales dominios de fusion incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutation S transferasa
(GST), tioredoxina, proteina A, proteina G, una region constante (Fc) de una cadena pesada de inmunoglobulina,
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proteina de unién a maltosa (MBP) o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusion de tal forma
que confiera una propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusién son especialmente Utiles para el
aislamiento de las proteinas de fusién mediante cromatografia de afinidad. Para la purificacion por afinidad, se usan
matrices para cromatografia de afinidad pertinentes, tales como resinas conjugadas con glutation, amilasa y con niquel
o cobalto. Muchas de tales matrices se comercializan en forma de «kit», tal como el sistema de purificacion Pharmacia
GST y el sistema QlAexpressTM (Qiagen), Util con parejas de fusion (HIS6). Como otro ejemplo, se puede seleccionar
un dominio de fusién de tal modo que facilite la deteccion de los polipéptidos ActRIIB. Los ejemplos de tales dominios
de deteccion incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP), asi como «epitopos marcadores», que
normalmente son secuencias peptidicas cortas para las que se dispone de un anticuerpo especifico. Entre los epitopos
marcadores bien conocidos para los que es facil disponer de anticuerpos monoclonales especificos se incluyen el
epitopo FLAG, el virus de la gripe, la hemaglutinina (HA) y los marcadores c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusién tienen un sitio de escision para proteasas, tal como para el factor Xa o la trombina, que permite que la proteasa
pertinente digiera parcialmente las proteinas de fusion y, por consiguiente, libere de ahi las proteinas recombinantes.
A continuacion, las proteinas liberadas se pueden aislar del dominio de fusién mediante separacién cromatografica
posterior. En ciertas realizaciones preferidas, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio que estabiliza el
polipéptido ActRIIB in vivo (un «dominio estabilizador»). Por «estabilizacion» se entiende cualquier cosa que aumenta
la semivida en suero, independientemente de si lo hace mediante reduccion de la destruccion, reducciéon de la
eliminacion por el rifidn u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién Fc de una
inmunoglobulina confieren las propiedades farmacocinéticas deseadas a una amplia gama de proteinas. Asimismo,
las fusiones a albimina sérica humana pueden conferir propiedades deseables. Entre otros tipos de dominios de
fusion que se pueden seleccionar se incluyen los dominios multimerizantes (p. ej., dimerizantes, tetramerizantes) y los
dominios funcionales (que confieren una funcion bioldgica adicional, tal como la estimulacion adicional del crecimiento
0seo o el crecimiento muscular, segun convenga).

Se entiende que los diferentes elementos de las proteinas de fusion pueden adoptar cualquier disposicion que sea
consistente con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB se puede colocar en posicion C-terminal
respecto a un dominio heter6logo o, como alternativa, un dominio heterélogo se puede colocar en posicién C-terminal
respecto a un polipéptido ActRIIB. El dominio del polipéptido ActRIIB y el dominio heter6logo no necesitan estar
adyacentes en una proteina de fusion, y se pueden incluir dominios o secuencias de aminoacidos adicionales en las
posiciones C- o N-terminal de ambos dominios o entre los dominios.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos y las composiciones descritos en el presente
documento pueden contener una o mas modificaciones que sean capaces de estabilizar los polipéptidos ActRIIB. Por
ejemplo, tales modificaciones mejoran la semivida in vivo de los polipéptidos ActRIIB, mejorar la semivida circulatoria
de los polipéptidos ActRIIB o reducir la degradacion proteolitica de los polipéptidos ActRIIB. Tales modificaciones
estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusién (incluyendo, por ejemplo, proteinas de fusion que
comprenden un polipéptido ActRIIB y un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glicosilacion (incluyendo,
por ejemplo, adicién de un sitio de glicosilacion a un polipéptido ActRIIB) y modificaciones de restos carbohidrato
(incluyendo, por ejemplo, la eliminacion de restos carbohidrato de un polipéptido ActRIIB). En el caso de las proteinas
de fusion, un polipéptido ActRIIB se fusiona con un dominio estabilizador tal como una molécula de IgG (por ejemplo,
un dominio Fc). Tal y como se usa en el presente documento, el término «dominio estabilizador» no solo se refiere a
un dominio de fusién (por ejemplo, Fc) como ocurre en el caso de las proteinas de fusion, sino que también incluye
modificaciones no proteinaceas tales como un resto carbohidrato o un polimero no proteindceo tal como
polietilenglicol.

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones descritos en el presente documento usan formas aisladas
o purificadas de polipéptidos ActRIIB, es decir, polipéptidos que se aislan de, o estan sustancialmente libres de, otras
proteinas, se pueden usar en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. Generalmente, los
polipéptidos ActRIIB se producirdn generalmente mediante expresién a partir de acidos nucleicos recombinantes.

En ciertos aspectos, los polipéptidos ActRIIB usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente
documento estan codificados por acidos nucleicos aislados y/o recombinantes, incluyendo fragmentos, variantes
funcionales y proteinas de fusion descritos en el presente documento. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 19 codifica el
polipéptido precursor del ActRIIB humano presente de forma natural. Los acidos nucleicos objetivo pueden ser
monocatenarios o bicatenarios. Tales acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN. Estos &cidos nucleicos
se pueden usar, por ejemplo, en métodos de fabricacion de polipéptidos ActRIIB o como agentes terapéuticos directos
(por ejemplo, en una estrategia de terapia génica).

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos que se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su
uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento se entiende que ademas incluyen acidos
nucleicos que son variantes de la SEQ ID NO: 19, asi como variantes de las secuencias de &cido nucleico que codifican
polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30,
31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43). Las secuencias de nucledtidos de las variantes incluyen secuencias que difieren en una
0 mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos, tal como las variantes alélicas.

En ciertas realizaciones, las secuencias de acido nucleico aislado o recombinante que se pueden usar para producir
polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento
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son al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idénticas a la SEQ ID NO: 19 o a las secuencias
de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, &cidos nucleicos que codifican las SEQ ID
NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43). Un experto en la materia comprendera que las secuencias
de acido nucleico complementarias a la SEQ ID NO: 19 o las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos
ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33,
36, 37,42y 43) y variantes de la SEQ ID NO: 19 o las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB
solubles (por ejemplo, &cidos nucleicos que codifican las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42
y 43) se pueden usar con los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. En realizaciones
adicionales, las secuencias de &cido nucleico se pueden aislar, recombinar y/o fusionar con una secuencia de
nucleétido heterdlogo, o en una genoteca de ADN.

En otras realizaciones, los acidos nucleicos que se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para
su uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento incluyen secuencias de nucleétidos
que se hibridan en condiciones muy rigurosas a la secuencia de nucleétidos designada en la SEQ ID NO: 19 o a las
secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican
las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43) y secuencias complementarias de la SEQ ID
NO: 19 o las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, &cidos nucleicos
que codifican las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43), o fragmentos de las mismas. Un
experto en la materia entenderd que se pueden modificar las condiciones de rigurosidad adecuadas que facilitan la
hibridacion del ADN. Por ejemplo, se puede realizar la hibridacion 6,0 veces en cloruro sédico/citrato sédico (SSC) a
aproximadamente 45 grados Celsius seguida de un lavado de 2,0 veces con SSC a 50 grados Celsius. Por ejemplo,
la concentracion de sal en la etapa de lavado se puede seleccionar desde una baja rigurosidad de aproximadamente
2,0 veces con SCC a 50 grados Celsius a una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2 veces con SCC a 50 grados
Celsius. Ademas, la temperatura de la etapa de lavado se puede aumentar desde condiciones de baja rigurosidad a
temperatura ambiente, aproximadamente 22 grados Celsius, a condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65
grados Celsius. Se puede variar tanto la temperatura como la sal, o se puede mantener constante la temperatura o la
concentracién de sal y modificar la otra variable. En una realizacién, con los métodos y las composiciones descritos
en el presente documento se pueden usar &cidos nucleicos que se hibridan en las condiciones de baja rigurosidad de
6 veces con SCC a temperatura ambiente seguida de un lavado de 2 veces con SCC a temperatura ambiente.

Los &cidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos expuestos en la SEQ ID NO: 19 o las secuencias
de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican las SEQ ID
NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43) debido a la degeneracion del cdédigo genético, también se
pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los métodos y las composiciones descritos
en el presente documento. Por ejemplo, varios aminoacidos se designan por mas de un triplete. Los codones que
especifican el mismo aminoécido, o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son sin6nimos para histidina), pueden derivar
en mutaciones «silenciosas» que no afectan a la secuencia de aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera
que los polimorfismos de secuencia de ADN que derivan en cambios en las secuencias de aminoacidos de las
proteinas objetivo seguiran existiendo entre las células de mamiferos. Un experto en la materia comprendera que
estas variaciones en uno o mas nucleétidos (hasta aproximadamente el 3-5 % de nucle6tidos) de los acidos nucleicos
que codifican una proteina concreta pueden existir entre individuos de una determinada especie debido a la variacion
alélica natural. Todos, o cualquiera de, tales variaciones de nucle6tidos y polimorfismos de aminoacidos resultantes
se pueden usar con los métodos y las composiciones descritos en el presente documento.

En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos recombinantes que se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB
adecuados para su uso en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento se pueden conectar
operativamente a una o0 mas secuencias de nucleotido reguladoras en un constructo de expresion. Generalmente, las
secuencias de nucledétidos reguladoras seran adecuadas para la célula huésped usada para la expresion. En la técnica
se conocen diversos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una
variedad de células huésped. Habitualmente, dichas una o méas secuencias de nucleétidos reguladoras pueden incluir,
pero no se limitan a, secuencias de promotores, secuencias lider o sefial, sitios de union de ribosomas, secuencias
de inicio y terminacion de la transcripcion, secuencias de inicio y terminacion de la traduccion y secuencias
potenciadoras o secuencias activadoras. Los promotores constitutivos o inducibles, tal y como se conocen en la
técnica, se pueden usar con los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. Los promotores
pueden ser promotores presentes de forma natural o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un
promotor. Un constructo de expresion puede estar presente en una célula en un episoma, tal como un plasmido, o el
constructo de expresion puede estar insertado en un cromosoma. En una realizacion preferida, el vector de expresion
contiene un gen marcador seleccionable para permitir la seleccién de células huésped transformadas. Los genes
marcadores seleccionables son bien conocidos en la técnica y variaran en funcion de la célula huésped usada.

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos que se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su
uso en los métodos y las composiciones descritas en el presente documento se proporcionan en un vector de
expresion que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido ActRIIB y esta operativamente
conectada a al menos una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras estan reconocidas en la técnica y se
seleccionan para la expresion directa del polipéptido ActRIIB. Por consiguiente, el término secuencia reguladora
incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion. Secuencias reguladoras ejemplares
se describen en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, Calif.
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(1990). Por ejemplo, se puede usar cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresién, que
controlan la expresion de una secuencia de ADN cuando estan operativamente conectadas a ella, en estos vectores
para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido ActRIIB. Tales secuencias de control de la expresién
utiles incluyen, por ejemplo, los promotores tempranos o tardios del SV40, el promotor tet, el promotor temprano
inmediato del adenovirus o citomegalovirus, los promotores RSV, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC o TRC,
el promotor T7 cuya expresion esta dirigida por la ARN polimerasa T7, las regiones operadoras y promotoras
principales del fago lambda, las regiones de control de la proteina de cubierta fd, el promotor de la 3-fosfoglicerato
quinasa u otras enzimas glicoliticas, los promotores de la fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los promotores de los
factores a de apareamiento de la levadura, el promotor de poliedros del sistema baculovirus y otras secuencias
conocidas para el control de la expresién de genes de células procariotas y eucariotas 0 sus virus y diversas
combinaciones de los mismos. Se debe entender que el disefio del vector de expresion puede depender de factores
tales como la eleccién de la célula huésped que se va a transformar y/o el tipo de proteina que se desea expresar.
Asimismo, se debe considerar el nimero de copias del vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias y la
expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como los marcadores antibioticos.

Un &cido nucleico recombinante se puede producir mediante ligamiento del gen clonado, o una porcién del mismo, a
un vector adecuado para expresion en células procariotas, células eucariotas (levadura, aviar, insectos 0 mamiferos)
0 en ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido ActRIIB recombinante incluyen
plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados
de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac y plasmidos
derivados de pUC para la expresion en células procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresién en mamiferos contienen tanto secuencias procariotas, para facilitar la propagacién del
vector en la bacteria, como una o mas unidades de transcripcién eucariotas, que se expresan en células eucariotas.
Los vectores derivados de pcDNAl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion en mamiferos adecuados para la transfeccion
de células eucariotas. Algunos de estos vectores estan modificados con secuencias procedentes de plasmidos
bacterianos, tales como pBR322, para facilitar la replicacion y seleccién de la resistencia a farmacos tanto en células
procariotas como en eucariotas. Como alternativa, se pueden usar derivados de virus tales como el virus del papiloma
bovino (BPV-1) o el virus Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas
en células eucariotas. Més adelante, en la descripcion de los sistemas de administracion de terapia génica se pueden
encontrar ejemplos de otros sistemas de expresion virales (incluyendo retrovirales). Los diversos métodos empleados
en la preparacion de los plasmidos y en la transformacién de organismos huésped son bien conocidos en la técnica.
Para ver otros sistemas de expresidn adecuados tanto para células procariotas como para células eucariotas, asi
como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by
Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos casos, puede ser deseable
expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresién en baculovirus. Los ejemplos de
tales sistemas de expresion en baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y
pVL941), vectores derivados de pAcUW (tales como pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como el
pBlueBac Il que contiene B-gal).

En una realizacion, se puede disefiar un vector para la produccién de los polipéptidos ActRIIB usados en los métodos
y las composiciones descritos en el presente documento en células CHO, tal como un vector Pcmv-Script (Stratagene,
La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores pCl-neo (Promega, Madison, Wis.). Como
resultara evidente, los constructos génicos objetivo se pueden usar para provocar la expresion de los polipéptidos
ActRIIB objetivo en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir proteinas, incluyendo proteinas de fusion
o0 variantes proteicas, para su purificacion.

Las células huésped transfectadas con un gen recombinante que incluye una secuencia codificante (por ejemplo, SEQ
ID NO: 19 o las secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos ActRIIB solubles (por ejemplo, acidos
nucleicos que codifican las SEQ ID NO: 17, 18, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 42 y 43)) para uno o mas de los
polipéptidos ActRIIB objetivo se pueden usar para producir polipéptidos ActRIIB adecuados para su uso en los
métodos y las composiciones descritos en el presente documento. La célula huésped puede ser cualquier célula
procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB se puede expresar en células bacterianas tales como las
de E. coli, en células de insectos (por ejemplo, usando un sistema de expresion basado en baculovirus), en levaduras
o0 en células de mamiferos. Los expertos en la materia conocen otras células huésped adecuadas.

Por consiguiente, en el presente documento se desvelan métodos de produccion de los polipéptidos ActRIIB usados
en los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. Por ejemplo, se puede cultivar una célula
huésped transfectada con un vector de expresion que codifica un polipéptido ActRIIB en condiciones adecuadas que
permitan que se produzca la expresién del polipéptido ActRIIB. El polipéptido ActRIIB se puede secretar y aislar a
partir de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido ActRIIB. Como alternativa, el polipéptido ActRIIB
se puede retener en el citoplasma o en una fraccidon de membrana y las células se pueden recolectar y lisar, aislando
asi la proteina. Un cultivo celular incluye células huésped, medio y otros subproductos. Los medios adecuados para
cultivo celular se conocen bien en la técnica. Los polipéptidos ActRIIB objetivo se pueden aislar del medio de cultivo
celular, las células huésped o ambos usando técnicas de purificacién de proteinas conocidas en la técnica, incluyendo
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de filtracién en gel, ultrafiltracion, electroforesis, purificaciéon por
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inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos concretos de los polipéptidos ActRIIB y purificacion por
afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado al polipéptido ActRIIB (por ejemplo, se puede usar una
columna de proteina A para purificar una fusién ActRIIB-Fc). En una realizacion preferida, el polipéptido ActRIIB es
una proteina de fusiéon que contiene un dominio que facilita su purificacién. En una realizacion preferida, la purificacion
se consigue mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, incluyendo, por ejemplo, tres o mas de la
siguientes, en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A, cromatografia en columna de sefarosa Q,
cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusién por tamafo y cromatografia de intercambio
cationico. La purificacion se podria completar con retencion del virus por filtracion y sustitucién de tampén. Tal y como
se ha demostrado en el presente documento, la proteina ActRIIB-Fc se purificé hasta una pureza de > 98 %, tal y
como se determind mediante cromatografia de exclusion por tamano, y de > 95 % tal y como se determin6 por SDS-
PAGE. Este nivel de pureza fue suficiente para conseguir los efectos deseados sobre los huesos de los ratones y un
perfil de seguridad aceptable en ratones, ratas y primates no humanos.

En otra realizacion, un gen de fusién que codifica para una secuencia lider de purificacion, tal como la secuencia de
un sitio de escisién de la poli-(His) /enteroquinasa del extremo N-terminal de la porcion deseada del polipéptido ActRIIB
recombinante, puede permitir la purificacion de la proteina de fusion expresada mediante cromatografia de afinidad
usando una resina del ién metélico Ni2+. A continuacién, la secuencia lider de purificacion se puede retirar
posteriormente mediante tratamiento con enteroquinasa para proporcionar el polipéptido ActRIIB purificado (por
ejemplo, véase Hochuli y col., (1987) J. Chromatography 411:177; y Janknecht y col., PNAS USA 88:8972).

Las técnicas de fabricacion de genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la uniéon de diversos fragmentos
de ADN que codifican para diferentes secuencias polipeptidicas se puede llevar a cabo de acuerdo con técnicas
convencionales, empleando extremos romos o escalonados para ligamiento, digestion con enzima de restriccion para
proporcionar extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segiin convenga, tratamiento con fosfatasa alcalina
para evitar uniones indeseables y ligamiento enzimatico. En otra realizacién, puede sintetizarse el gen de fusion
mediante técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Como alternativa, puede
llevarse a cabo la amplificacion por PCR de fragmentos génicos usando cebadores de anclaje que dan lugar a
protuberancias complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que pueden alinearse posteriormente
para generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds.
Ausubel y col., John Wiley & Sons: 1992).

La proteina de fusién ActRIIB-Fc se puede expresar en células CHO-DUKX B11 transfectadas de forma estable a
partir de un vector pAID4 (origen de replicacion/potenciador de SV40, promotor de CMV), usando una secuencia lider
del plasminégeno tisular de SEQ ID NO: 8. La porcion Fc puede comprender una secuencia Fc de IgG1 humana, tal
y como se muestra en la SEQ ID NO: 7. En ciertas realizaciones, tras la expresion, la proteina contenida tiene, de
media, entre aproximadamente 1,5y 2,5 moles de &cido sidlico por molécula de proteina de fusién ActRIIB-Fc.

En ciertas realizaciones la semivida en suero de una fusién ActRIIB-Fc puede ser de 25-32 dias en pacientes
humanos. Ademas, el material expresado en la célula CHO puede tener una afinidad por el ligando de activina B mas
alta que la informada para una proteina de fusion ActRIIB-hFc expresada en células 293 humanas (del Re y col., J
Biol Chem. 2004 Dec 17;279(51):53126-35). Ademas, sin querer cehirnos a la teoria, el uso de la secuencia lider de
TPA permitié una produccion mayor que otras secuencias lider y, a diferencia de la ActRIIB-Fc expresada con una
secuencia lider nativa, puede proporcionar una secuencia N-terminal de alta pureza. El uso de la secuencia lider nativa
puede dar dos especies principales de ActRIIB-Fc que tienen una secuencia N-terminal diferente.

(i) Otros inhibidores del receptor ActRlI

En ciertas realizaciones, los inhibidores de los receptores ActRIl usados en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento son compuestos de acido nucleico.

Entre los ejemplos de las categorias de compuestos de acido nucleico que inhiben los receptores ActRIl se incluyen
los acidos nucleicos antisentido, siRNA o constructos de ARNi y constructos de acidos nucleicos cataliticos. Un
compuesto de acido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. Un compuesto bicatenario también puede incluir
regiones protuberantes o de no complementariedad en las que una de las dos cadenas es monocatenaria. Un
compuesto monocatenario puede incluir regiones de autocomplementariedad, que significa que el compuesto puede
formar una estructura denominada «horquilla» o «tallo-bucle», con una region de estructura de doble hélice.

En ciertas realizaciones, los compuestos de acido nucleico que inhiben los receptores ActRIl pueden comprender una
secuencia de nucleétidos que es complementaria a una region que consiste en no mas de 1000, no mas de 500, no
mas de 250, no mas de 100 o no més de 50, 35, 30, 25, 22, 20 o 18 nucledtidos de la longitud total de la secuencia
de acido nucleico del receptor ActRIl o la secuencia de acido nucleico de la activina (por ejemplo, la secuencia de
acido nucleico de una subunidad de activina A o activina B, también denominadas BA o BB). En realizaciones
especificas, la regién de complementariedad sera de al menos 8 nucleétidos y, opcionalmente, al menos 10 o al menos
15 nucleétidos y, opcionalmente, entre 15 y 25 nucleétidos. Una region de complementariedad puede encontrarse en
un intrén, una secuencia codificadora o una secuencia no codificadora del transcripto objetivo, tal como la porcion de
secuencia codificadora. Generalmente, un compuesto de acido nucleico que inhibe un receptor ActRIl tendra una
longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 500 nucleétidos o pares de bases de longitud y, opcionalmente,
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la longitud sera de aproximadamente 14 a aproximadamente 50 nucleétidos. Un compuesto de acido nucleico que
inhibe un receptor ActRIl puede ser un ADN (particularmente para uso como un antisentido), un ARN o un hibrido
ARN:ADN. Cualquier cadena puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como formas modificadas que no se pueden
clasificar facilmente ni como ADN ni como ARN. Asimismo, un compuesto de acido nucleico bicatenario puede ser
ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ADN y cualquier cadena también puede incluir una mezcla de ADN y ARN, asi como
formas modificadas que no se pueden clasificar facilmente ni como ADN ni como ARN.

Los compuestos de acido nucleico que inhiben un receptor ActRIl pueden incluir cualquier variedad de modificaciones,
incluyendo una o modificaciones en el esqueleto (la porcidon azucar-fosfato en un acido nucleico natural, incluyendo
enlaces internucleétido) o la porcidn basica (la porcion de purina o pirimidina de un &cido nucleico natural). En ciertas
realizaciones, un compuesto de &cido nucleico antisentido tendra una longitud de aproximadamente 15 a
aproximadamente 30 nucledtidos y, con frecuencia, contendra una o mas modificaciones para mejorar ciertas
caracteristicas, tales como la estabilidad en el suero, la estabilidad en una célula o la estabilidad en un lugar en el que
es probable que se vaya a administrar el compuesto, tal como, por ejemplo, el estmago en el caso de compuestos
de administracion por via oral y el pulmén para compuestos inhalados. En el caso de un constructo de ARNi, la cadena
complementaria al transcrito objetivo generalmente sera ARN o modificaciones del mismo. La otra cadena puede ser
ARN, ADN o cualquier otra variacion. La porcion duplex del constructo de ARNi en «horquilla» monocatenario o
bicatenario puede, en ciertas realizaciones, tener una longitud de 18 a 40 nucleétidos de longitud y, opcionalmente,
de aproximadamente 21 a 23 nucleétidos de longitud siempre que sirva como sustrato para la proteina Dicer. Los
acidos nucleicos cataliticos o enzimaticos pueden ser ribozimas o enzimas de ADN y también pueden contener formas
modificadas. En ciertas realizaciones, los compuestos de acido nucleico que inhiben los receptores ActRIl pueden
inhibir la expresion de su objetivo en aproximadamente un 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o
mas en condiciones fisiolégicas y a una concentracion donde un control, con sentido o sin sentido, tiene muy poco o
ningun efecto. Las concentraciones para ensayar el efecto de los compuestos de acido nucleico incluyen 1, 5, 10
micromolar 0 mas.

Los inhibidores de los receptores ActRIl usados en las composiciones y los métodos descritos en el presente
documento pueden ser anticuerpos. Tales anticuerpos incluyen anticuerpos que se unen a activina (particularmente a
las subunidades A o B de activina, también conocidas como BA o 8B) y alteran la unidn al receptor ActRIl y anticuerpos
que se unen a los polipéptidos del receptor ActRIl (por ejemplo, un polipéptido ActRIIA soluble o ActRIIB soluble) y
alteran la unién de activina.

Usando inmunégenos derivados de un polipéptido del receptor ActRIl o un polipéptido de activina, se pueden fabricar
antisueros o anticuerpos monoclonales anti-proteina/anti-péptido mediante protocolos estandar (véase, por ejemplo,
Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Se puede inmunizar un
mamifero, tal como un ratén, un hamster o un conejo con una forma inmunogénica del polipéptido del receptor ActRilI,
un fragmento antigénico que es capaz de provocar una respuesta de un anticuerpo o una proteina de fusion. Las
técnicas que confieren inmunogenicidad a una proteina o un péptido incluyen la conjugacion a vehiculos u otras
técnicas bien conocidas en la técnica. Una porcion inmunogénica de un polipéptido del receptor ActRIl o de activina
se puede administrar en presencia de adyuvante. El progreso de la inmunizacién se puede monitorizar mediante
deteccion de titulos de anticuerpo en el plasma o el suero. Se puede usar la técnica ELISA estandar u otros
inmunoensayos con el inmunégeno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos.

Tras la inmunizacién de un animal con una preparacion antigénica de un polipéptido del receptor ActRIIA, se puede
obtener antisuero vy, si se desea, se pueden aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos
monoclonales, se pueden recolectar células productoras de anticuerpos (linfocitos) de un animal inmunizado y fusionar
mediante procedimientos estandar de fusién de células somaticas con células inmortalizadoras, tales como células de
mieloma, para producir células de hibridoma. Tales técnicas son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo,
la técnica del hibridoma (originalmente desarrollada por Kohler and Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), la técnica
del hibridoma de células B humanas (Kozbar y col., (1983) Immunology Today, 4: 72) y la técnica del hibridoma-EBV
para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole y col., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96). Las células de hibridoma se pueden cribar inmunoquimicamente para la produccion de
anticuerpos especificamente reactivos con un polipéptido del receptor ActRIl y anticuerpos monoclonales aislados de
un cultivo que comprende tales células de hibridoma.

El término «anticuerpo», tal y como se usa en el presente documento, incluye fragmentos de los mismos que también
son especificamente reactivos con un polipéptido objetivo. Los anticuerpos se pueden fragmentar usando técnicas
convencionales y los fragmentos se pueden cribar para que sean Utiles de la misma forma que se ha descrito
anteriormente para los anticuerpos completos. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos F(ab)2 mediante
tratamiento del anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab)2 resultante se puede tratar para reducir los puentes
disulfuro y producir fragmentos Fab. Un anticuerpo ademas incluye moléculas biespecificas, de cadena sencilla,
quiméricas, humanizadas y completamente humanas que tienen afinidad por un polipéptido del receptor ActRIl o de
activina conferida por al menos una regién CDR del anticuerpo. Un anticuerpo puede incluir ademés un marcador
fijado a él y capaz de ser detectado (por ejemplo, el marcador puede ser un radiois6topo, un compuesto fluorescente,
una enzima o un cofactor de una enzima).
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El anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante, término que abarca cualquier anticuerpo generado en parte
mediante técnicas de biologia molecular, incluyendo los anticuerpos injertados con CDR o quiméricos, anticuerpos
humanos u otros ensamblados a partir de dominios de anticuerpos seleccionados de bibliotecas, anticuerpos de
cadena sencilla y anticuerpos de dominio sencillo (por ejemplo, proteinas VH humanas o proteinas VHH de camélidos).
Un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, y en ciertas realizaciones. Por ejemplo, un método de generacion
de un anticuerpo monoclonal que se una especificamente a un polipéptido del receptor ActRIl o a un polipéptido de
activina puede comprender la administracion a un ratén de una cantidad de una composicion inmunogénica que
comprende el polipéptido antigénico efectivo para estimular una respuesta inmune detectable, la obtencion de las
células productoras de anticuerpos (por ejemplo, células del bazo) del ratén y fusion de las células productoras de
anticuerpos con células de mieloma para obtener hibridomas productores de anticuerpos y el ensayo de los hibridomas
productores de anticuerpos para identificar un hibridoma que produzca un anticuerpo monoclonal que se una
especificamente al antigeno. Una vez obtenido, un hibridoma se puede propagar en un cultivo celular, opcionalmente
en condiciones de cultivo en las que las células derivadas del hibridoma produzcan el anticuerpo monoclonal que se
une especificamente al antigeno. El anticuerpo monoclonal se puede purificar a partir del cultivo celular.

El adjetivo «especificamente reactivo con», tal y como se usa para hacer referencia a un anticuerpo, significa, como
se entiende generalmente en la técnica, que el anticuerpo tiene una selectividad suficiente entre el antigeno de interés
(por ejemplo, un polipéptido del receptor ActRII) y otros antigenos que no son de interés y que el anticuerpo se usa
para, como minimo, detectar la presencia del antigeno de interés en un tipo concreto de muestra biolégica. En ciertos
métodos que emplean el anticuerpo, tales como las aplicaciones terapéuticas, puede ser deseable un mayor grado
de especificidad de union. Los anticuerpos monoclonales generalmente tienen mayor tendencia (en comparacién con
los anticuerpos monoclonales) a discriminar efectivamente entre los antigenos deseados y los polipéptidos con
reactividad cruzada. Una caracteristica que influencia la especificidad de una interaccion anticuerpo:antigeno es la
afinidad del anticuerpo por el antigeno. Aunque la especificidad deseada se puede alcanzar con un intervalo de
afinidades diferentes, generalmente, los anticuerpos preferidos tendran una afinidad (una constante de disociacion)
de aproximadamente 10-6, 10-7, 10-8, 10-9 0 menos. Dada la extraordinariamente estrecha unién entre la activina y
un receptor ActRIl, se espera que un anticuerpo neutralizante anti-activina o anti-receptor ActRIl tenga generalmente
una constante de disociacion de 10-10 o menos.

Ademas, las técnicas usadas para cribar anticuerpos con el fin de identificar un anticuerpo deseable pueden influir en
las propiedades del anticuerpo obtenido. Por ejemplo, si un anticuerpo se va a usar para unir un antigeno en solucién,
puede ser deseable ensayar la unién en solucion. Se dispone de una variedad de técnicas diferentes para ensayar la
interaccion entre anticuerpos y antigenos e identificar anticuerpos especialmente convenientes. Tales técnicas
incluyen ELISA, ensayos de union por resonancia de plasmones superficiales (p.ej., el ensayo de unién Biacore. TM.,
Biacore AB, Uppsala, Suecia), ensayos de captura (p.€j., el sistema de perlas paramagnéticas IGEN International,
Inc., Gaithersburg, Md.), Western blot, ensayos de inmunoprecipitacién e inmunohistoquimica.

En ciertas realizaciones, los inhibidores del receptor ActRIl para uso en las composiciones y los métodos descritos en
el presente documento incluyen formas alternativas de activina, particularmente las que tienen alteraciones en el
dominio de unién al receptor tipo | pueden unirse a receptores tipo Il y no formar un complejo ternario activo. En ciertas
realizaciones, los &cidos nucleicos, tales como las moléculas antisentido, siRNA o ribozimas que inhiben la activina
A, B, C o E, o, especialmente, la expresion del receptor ActRIl, se pueden usar en las composiciones y los métodos
descritos en el presente documento.

En otras realizaciones, los inhibidores de los receptores ActRIl usados en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento son proteinas que no son anticuerpos con actividad antagonista del receptor ActRll,
incluyendo inhibina (es decir, la subunidad alfa de la inhibina), follistatina (por ejemplo, follistatina-288 y follistatina-
315), Cerberus, proteina relacionada con la follistatina ("FSRP"), endoglina, activina C, alfa(2)-macroglobulina, y una
activina A mutante M108A (cambio de metionina a alanina en la posicién 108).

En una realizacién especifica, el inhibidor del receptor ActRIl para uso en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es un polipéptido de follistatina que antagoniza la bioactividad de la activina y/o se une a la
activina. El término «polipéptido de follistatina» incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de
follistatina presente de forma natural, asi como a cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas) que retiene una actividad util, y ademas incluye cualquier monémero o multimero
funcional de follistatina. Las variantes de polipéptidos de follistatina que retienen propiedades de union a activina se
pueden identificar en base a estudios previos que implican las interacciones de follistatina y activina. Por ejemplo, el
documento, WO2008/030367, desvela dominios de follistatina especificos ("FSDs") que han demostrado ser
importantes para la unién a activina. Los polipéptidos de follistatina incluyen polipéptidos derivados de la secuencia
de cualquier follistatina conocida que tenga una secuencia al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia
de un polipéptido de follistatina y, opcionalmente, al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de
identidad de secuencia. Entre los ejemplos de polipéptidos de follistatina se incluye el polipéptido de follistatina maduro
o isoformas mas cortas u otras variantes del polipéptido precursor de la follistatina humana, tal y como se describe en
el documento W02005/025601.

En una realizacion especifica, el inhibidor del receptor ActRIl para uso en las composiciones y los métodos descritos
en el presente documento es un gen FLRG (follistatin-like related gen) que antagoniza la bioactividad de la activina
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y/o se une a la activina. El término «polipéptido FLRG» incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido
FLRG presente de forma natural, asi como a cualquier variante de los mismos (incluyendo mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas) que retiene una actividad Gtil. Las variantes de polipéptidos de FLRG que retienen
propiedades de unién a activina se pueden identificar usando métodos rutinarios de ensayo de las interacciones de
FLRG y activina. Véase, por ejemplo, la patente US6537966, que se incluye en su totalidad por referencia en el
presente documento. Los polipéptidos FLRG incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier FLRG
conocido que tenga una secuencia al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia de un polipéptido
FLRG y, opcionalmente, al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia.

En ciertas realizaciones, las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos de FLRG y los polipéptidos
de follistatina incluyen proteinas de fusion que tienen al menos una porcion de los polipéptidos de follistatina o
polipéptidos de FLRG y uno o mas dominios de fusion, tales como, por ejemplo, dominios que facilitan el aislamiento,
la deteccion, la estabilizacion o la multimerizacion del polipéptido. Los dominios de fusion adecuados se han
comentado con detalle anteriormente en relacién con los polipéptidos ActRIIA y ActRIIB. En una realizacién, un
inhibidor del receptor ActRII es una proteina de fusién que comprende una porcién de unién a activina de un polipéptido
de follistatina fusionado a un dominio Fc. En otra realizacién, un inhibidor del receptor ActRIl es una proteina de fusién
que comprende una porcién de unién a activina de un polipéptido FLRG fusionado a un dominio Fc.

5.3 ENSAYOS
(a) ENSAYOS DIAGNOSTICOS
(i) RECAMBIO OSEO

Se pueden usar diversos marcadores circulantes del recambio éseo para diagnosticar enfermedades 6seas, tales
como el recambio 6seo bajo. Los marcadores circulantes del recambio 6seo son marcadores de la formacién de hueso
tales como la fosfatasa alcalina especifica del hueso (bAP), la osteocalcina, el polipéptido C-terminal del procolageno
tipo | (PICP) y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), siendo algunos de ellos marcadores de
resorcion 6sea tales como piridinolina, desoxipiridinolina, fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP), TRAP tipo 5b,
piridinolina, desoxipiridinolina y telopéptido C-terminal del procolageno tipo | (ICTP), enlaces cruzados de colageno en
suero u orina (telopéptido N o telopéptido C) y 25-hidroxivitamina D. También se pueden usar ensayos para medir la
hormona paratiroidea total (PTH). El experto en la materia conoce métodos de diagnédstico por imagen que permiten
la evaluacién de la densidad mineral 6sea (BMD). Véase, p. €j., Tilman B. Drueke and Sharon M. Moe, Disturbances
of bone and mineral metabolism in chronic kidney disease: an international initiative to improve diagnosis and
treatment, Nephrol Dial Transplant (2004) 19: 534-536; Okuno S, Inaba M., Biochemical markers of bone turnover.
New aspect. Dialysis and bone metabolic marker, Clin Calcium. 2009 Aug; 19(8): 1084-91; Herberth J, Monier-Faugere
MC, Mawad HW, Branscum AJ, Herberth Z, Wang G, Cantor T, Malluche HH, The five most commonly used intact
parathyroid hormone assays are useful for screening but not for diagnosing bone turnover abnormalities in CKD-5
patients, Clin Nephrol. 2009 Jul;72(1):5-14; Lehmann G, Ott U, Kaemmerer D, Schuetze J, Wolf G., Bone
histomorphometry and biochemical markers of bone turnover in patients with chronic kidney disease Stages 3-5, Clin
Nephrol. 2008 Oct;70(4):296-305; Driieke TB., Is parathyroid hormone measurement useful for the diagnosis of renal
bone disease?, Kidney Int. 2008 Mar;73(6):674-6; Yamada S, Inaba M, Kurajoh M, Shidara K, Imanishi Y, Ishimura E,
Nishizawa Y., Utility of serum tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP5b) as a bone resorption marker in patients
with chronic kidney disease: independence from renal dysfunction., Clin Endocrinol (Oxf). 2008 Aug;69(2):189-96.
Epub 2008 Jan 23. Véase también, Paul D. Miller, Diagnosis and Treatment of Osteoporosis in Chronic Renal Disease,
2009.

Otro marcador para monitorizar la resorcion 6sea en pacientes con CKD con disfuncién renal leve es la concentracion
en suero de telopéptido N del colageno tipo | (S-TNX). Véase, p. ej., Hamano T, Fujii N, Nagasawa Y, Isaka Y,
Moriyama T, Okada N, Imai E, Horio M, Ito T., Serum NTX is a practical marker for assessing antiresorptive therapy
for glucocorticoid treated patients with chronic kidney disease., Bone. 2006 Nov;39(5):1067-72. Epub 2006 Jun 16.

También se puede usar la tomografia computerizada cuantitativa (QCT) para determinar el recambio éseo.
(i) MODELO DE ENFERMEDAD OSEA ADINAMICA

Un modelo de ratén de enfermedad ésea adindmica en un entorno renal es el uso de un modelo de nefrectomia en
raton, tal como el modelo de nefrectomia 5/6 usado en las Secciones 6.2 y 6.3, donde los ratones se alimentan con
una dieta pobre en fosfato.

En otro modelo de raton, los ratones se someten a electrocauterizacion de un rifion y nefrectomia del otro rifdn. Los
ratones se alimentan con comida pobre en fosfato suplementada con calcitriol. Véase, p. ej., Lund y col., 2004, J Am
Soc Nephrol 15:349-369.

(iliy MARCADO OSEO CON TETRACICLINA

Una prueba diagnéstica que se puede usar para determinar el tipo de enfermedad 6sea asociada a la CKD es la
biopsia ésea de cresta iliaca con doble marcaje con tetraciclina y andlisis histomorfométrico del hueso. Véase, p. €;j.,
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National Kidney Foundation: NKF KDOQI Guidelines.
(iv) CALCIFICACION VASCULAR

La tomografia computerizada sin contraste (CT) para el diagnéstico del grado de calcificacién de la arteria coronaria
(CAC) y la CT con contraste para angiografia coronaria no invasiva (CTA) son avances generalmente usados para el
diagnéstico de la enfermedad coronaria obstructiva. También se pueden usar para la evaluacién del diagnéstico y
prondstico cardiacos la prueba de esfuerzo con radionuclidos, la determinacién de calcio en la arteria coronaria por
tomografia computerizada y la angiografia coronaria no invasiva. Véase: Berman DS, Shaw LJ, Hachamovitch R,
Friedman JD, Polk DM, Hayes SW, Thomson LE, Germano G, Wong ND, Kang X, Rozanski A., Comparative use of
radionuclide stress testing, coronary artery calcium scanning, and noninvasive coronary angiography for diagnostic
and prognostic cardiac assessment, Semin Nucl Med. 2007 Jan;37(1):2-16.

La determinacion de calcio en la arteria coronaria por tomografia computerizada de pacientes asintomaticos se puede
usar a modo comparativo. Por ejemplo, los resultados de la determinaciéon de calcio en la arteria coronaria por
tomografia computerizada obtenidos antes del brote de la enfermedad renal se pueden usar a modo comparativo
cuando la calcificacion vascular esta relacionada con la enfermedad renal.

Los posibles métodos de deteccion y cuantificaciéon de la calcificacion en la arteria coronaria (CAC) incluyen, pero no
se limitan a, tomografia computerizada por rayos X y tomografia computerizada por emisién de foton tnico (SPECT)
de la perfusion miocéardica. Moser KW, O'Keefe JH Jr, Bateman TM, McGhie IA., Coronary calcium screening in
asymptomatic patients as a guide to risk factor modification and stress myocardial perfusion imaging, J Nucl Cardiol.
2003 Nov-Dec;10(6):590-8. También se puede usar la tomografia computerizada multidetector (MDCT) para detectar
la calcificacion vascular (véase, p. €j., Burrill y col., 2007, Postgrad. Med. J. 83(985):698-704).

Otro método diagnostico para la calcificacién vascular es la absorciéon de 18F-fluorodesoxiglucosa (FDG) en la pared
de la aorta tordcica combinada con tomografia de emision de positrones (PET)/tomografia computerizada (CT). Véase:
Tatsumi M, Cohade C, Nakamoto Y, Wahl RL., Fluorodeoxyglucose uptake in the aortic wall at PET/CT: possible
finding for active atherosclerosis, Radiology. 2003 Dec;229(3):831-7. Epub 2003 Oct 30.

Incluso, en otra realizacion, se puede usar CT ultrarrdpida para detectar la presencia de enfermedad coronaria
aterosclerética. Véase, p. ej., Breen JF, Sheedy PF 2nd, Schwartz RS, Stanson AW, Kaufmann RB, Moll PP,
Rumberger JA, Coronary artery calcification detected with ultrafast CT as an indication of coronary artery disease,
Radiology. 1992 Nov;185(2):435-9.

También se puede usar la tomografia computerizada por haz de electrones para diagnosticar la enfermedad arterial
coronaria. Véase: Schmermund A, Baumgart D, Sack S, Méhlenkamp S, Grénemeyer D, Seibel R, Erbel R.,
Assessment of coronary calcification by electron-beam computed tomography in symptomatic patients with normal,
abnormal or equivocal exercise stress test, Eur Heart J. 2000 Oct;21(20):1674-82.

Otra prueba para la calcificacién vascular considera la composiciéon de las placas en la hipertensién pulmonar
plexogénica y tromboembdlica. La hipertension pulmonar tromboembdlica crénica esta asociada a placas
ateroscler6ticas con nucleos pultaceos ricos en glicoforina y la hipertension pulmonar plexogénica a placas fibrosas.
El material tromboembdlico juega un papel critico en la formacion de nicleos pultadceos cuyo componente principal es
la glicoforina procedente de la membrana de los eritrocitos. Por lo tanto, se investigan la hipertension pulmonar
tromboembodlica y plexogénica (primaria y secundaria (sindrome de Eisenmenger)). Véase: Arbustini E, Morbini P,
D'Armini AM, Repetto A, Minzioni G, Piovella F, Vigan6 M, Tavazzi L, Plaque composition in plexogenic and
thromboembolic pulmonary hypertension: the critical role of thrombotic material in pultaceous core formation, Heart.
2002 Aug;88(2): 177-82.

El puntaje de Agatston, un sistema de puntaje de calcio basado en mediciones de densidad de las placas de calcio
depositadas, puede ser util para cuantificar la calcificacion vascular. En este sistema, se pueden medir los niveles de
calcificacion vascular mediante tomografia computerizada multidetector (MDCT) y se pueden evaluar las atenuaciones
de la velocidad de progresién del puntaje de Agatston (véase p. €j., Sharmay col., 2010, Vasc. Health Risk Manag.
6:603-611).

Ademas, la calcificacion vascular se puede evaluar usando los métodos descritos en Adragao y col., 2004, Nephrol.
Dial. Transplant 19:1480-1488.

Otro ensayo que se puede usar en la cuantificacion de la calcificacion vascular en un sujeto es el puntaje de calcio
especifico de lesién, que comprende un método de medicion del calcio resultante de una prueba de CT de calcificacion
de la arteria coronaria. Este método es descrito por, p. €., Akram and Voros, 2008, Int. J. cardiovac. Imaging 14:743-
749.

(v) ENFERMEDAD RENAL
La velocidad de filtracion glomerular se puede determinar mediante cualquier método conocido por el experto en la

materia para determinar la enfermedad renal. Véase el sitio web de la National Kidney Foundation.
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(vi) PARATIROIDISMO SECUNDARIO

El hiperparatiroidismo secundario se produce cuando la glandula paratiroidea produce demasiada hormona
paratiroidea (PTH) debido a la presencia de niveles de calcio demasiado bajos o aumento de los niveles de fésforo.
Los niveles de calcio, fésforo y PTH se pueden determinar a partir de muestras de sangre.

(vii) HIPERFOSFATEMIA

Los niveles anémalamente elevados de fosfato en la sangre se pueden determinar mediante cualquier método
conocido por el experto en la materia.

(b) Ensayos de cribado

Se pueden ensayar diversas variantes de polipéptidos de ActRII o variantes de polipéptidos de ActRII solubles para
determinar su capacidad de inhibicién del receptor ActRIl. Ademas, se pueden ensayar compuestos para determinar
su capacidad de inhibicion del receptor ActRIl. Una vez que se ha confirmado la actividad de los inhibidores de ActRilI,
se pueden usar con los métodos descritos en el presente documento. ActRIl puede ser ActRIIA o ActRIIB. Los ensayos
que se muestran a continuacion se describen para ActRIIA, pero también se pueden realizar para ActRIIB.

Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante de polipéptido ActRIIA sobre la expresién de genes implicados
en la produccién de hueso o la destruccion de hueso. Segun sea necesario, esto se puede realizar en presencia de
una o mas proteinas recombinantes que actian como ligando de ActRIIA (por ejemplo, activina) y se pueden
transfectar las células para producir un polipéptido ActRIIA y/o variantes del mismo y, opcionalmente, un ligando de
ActRIIA. Asimismo, se puede administrar un polipéptido ActRIIA a un ratén u otro animal y se pueden evaluar una o
mas propiedades, tales como la densidad o el volumen. También se puede evaluar la velocidad de curacion de
fracturas 6seas. La absorciometria con rayos X de doble energia (DEXA) es una técnica cuantitativa no invasiva y
consolidada para evaluar la densidad 6sea en un animal. En humanos, se pueden usar los sistemas DEXA centrales
para evaluar la densidad ésea en la columna vertebral y la pelvis. Estos son los mejores indicadores de la densidad
Osea global. Los sistemas DEXA periféricos se pueden usar para evaluar la densidad 6sea en huesos periféricos,
incluyendo, por ejemplo, los huesos de la mano, la mufieca, el tobillo y el pie. Los sistemas de diagnédstico por imagen
con rayos X, incluyendo los TAC, se pueden usar para evaluar el crecimiento de hueso y la curacion de fracturas.
Ademas, la densidad 6sea se puede medir usando tomografia computerizada cuantitativa (QCT). También se puede
evaluar la resistencia mecanica del hueso.

En ciertos aspectos del presente documento, se describe el uso de polipéptidos ActRIIA (p. ej., polipéptidos ActRIIA
solubles) y polipéptidos de activina para identificar compuestos (agentes) que son agonistas o antagonistas de la via
de sefalizacién activina-ActRIIA. Los compuestos identificados a través de este cribado se pueden ensayar para
evaluar su capacidad de modular el crecimiento o la mineralizacién éseos in vitro. Opcionalmente, estos compuestos
se pueden ensayar ademas en modelos animales para evaluar su capacidad de modular el crecimiento tisular in vivo.

Hay numerosas estrategias para el cribado de agentes terapéuticos para la modulacién del crecimiento tisular dirigidos
a activina y polipéptidos ActRIIA. En ciertas realizaciones, se puede llevar a cabo un cribado de alto rendimiento de
compuestos para identificar agentes que perturban los efectos de la activina o los mediados por ActRIIA sobre el
hueso. En ciertas realizaciones, el ensayo se lleva a cabo para cribar e identificar compuestos que inhiben o reducen
especificamente la unién de un polipéptido ActRIIA a activina. Como alternativa, el ensayo se puede usar para
identificar compuestos que mejoran la unién de un polipéptido ActRIIA a activina. En una realizacion adicional, los
compuestos se pueden identificar por su capacidad de interaccion con una activina o un polipéptido ActRIIA.

Una variedad de formatos de ensayo seran suficientes y, en vista de la presente descripcién de la invencion, los que
no estan expresamente descritos en el presente documento, aun asi, seran comprendidos por un experto en la
materia. Tal y como se describe en el presente documento, los compuestos de ensayo (agentes) usados en el presente
documento se pueden crear mediante cualquier método de quimica combinatoria. Como alternativa, los compuestos
objetivo pueden ser biomoléculas presentes de forma natural sintetizadas in vivo o in vitro. Los compuestos (agentes)
que se van a ensayar para determinar su capacidad para actuar como moduladores del crecimiento tisular se pueden
producir, por ejemplo, mediante bacterias, levaduras, plantas u otros organismos (por ejemplo, productos naturales),
quimicamente (por ejemplo, moléculas pequefias, peptidomiméticos incluidos) o recombinantemente. Los compuestos
de ensayo contemplados en el presente documento incluyen moléculas organicas no peptidilicas, péptidos,
polipéptidos, peptidomiméticos, azlcares, hormonas y moléculas de acidos nucleicos. En una realizacion especifica,
el agente de ensayo es una molécula organica pequefa que tiene un peso molecular inferior a aproximadamente 2000
dalton.

Los compuestos de ensayo se pueden proporcionar como entidades sencillas y discretas o en bibliotecas de mayor
complejidad, tales como las hechas mediante quimica combinatoria. Estas bibliotecas pueden comprender, por
ejemplo, alcoholes, haluros alquilicos, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases de compuestos
organicos. La presentacion de los compuestos de ensayo en los sistemas de ensayo puede ser en forma aislada o
como mezclas de compuestos, especialmente en las etapas de cribado iniciales. Opcionalmente, los compuestos se
pueden derivatizar de otros compuestos y tener grupos derivatizantes que faciliten el aislamiento de los compuestos.
Los ejemplos no limitantes de grupos derivatizantes incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina verde
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fluorescente, is6topos, polihistidina, perlas magnéticas, glutation S transferasa (GST), agentes entrecruzadores
fotoactivantes o cualquier combinacion de los mismos.

En muchos programas de cribado de farmacos, que ensayan bibliotecas de compuestos y extractos naturales, son
deseables ensayos de alto rendimiento con el fin de maximizar el nimero de compuestos analizados en un periodo
de tiempo determinado. Los ensayos que se realizan en sistemas libres de células, tales como los que se pueden
obtener con proteinas purificadas o semipurificadas, se prefieren frecuentemente como cribados «primarios» que se
pueden generar para permitir un desarrollo rapido y una deteccioén relativamente facil de una alteracién en un objetivo
molecular mediada por un compuesto de ensayo. Asimismo, los efectos de la toxicidad o biodisponibilidad celular del
compuesto de ensayo, generalmente se pueden ignorar en el sistema in vitro, centrando principalmente el ensayo en
como el efecto del farmaco sobre el objetivo molecular se puede manifestar en una alteracién de la afinidad de unién
entre un polipéptido ActRIIA y activina.

A modo meramente ilustrativo, en un ensayo de cribado ejemplar, el compuesto de interés se pone en contacto con
un polipéptido ActRIIA aislado y purificado que normalmente es capaz de unirse a activina. A continuacién, se anade
a la mezcla del compuesto y el polipéptido ActRIIA una composicion que contiene un ligando de ActRIIA. La deteccion
y cuantificacion de complejos de ActRIIA/activina proporciona un medio de determinacién de la eficacia del compuesto
en la inhibicién (o potenciacion) de la formacion del complejo entre el polipéptido ActRIIA y activina. La eficacia del
compuesto se puede evaluar generando curvas dosis-respuesta a partir de los datos obtenidos usando diversas
concentraciones del compuesto de ensayo. Asimismo, se puede realizar también un ensayo de control para
proporcionar una referencia comparativa. Por ejemplo, en un ensayo de control se afiade activina aislada y purificada
a una composicién que contiene el polipéptido ActRIIA y se cuantifica la formacién de complejo ActRIIA/activina en
ausencia del compuesto de ensayo. Se entendera que, en general, se puede modificar el orden en que se pueden
mezclar los reactivos y que estos se pueden mezclar simultaneamente. Asimismo, en lugar de proteinas purificadas,
se pueden usar extractos y lisados celulares para conseguir un sistema de ensayo libre de células.

La formacion del complejo entre el polipéptido ActRIIA y activina se puede detectar mediante una variedad de técnicas.
Por ejemplo, la modulacién de la formacién de complejos se puede cuantificar usando, por ejemplo, proteinas
marcadas de forma detectable, tales como polipéptido ActRIIA o activina marcados con radioisétopos (p. ej., 3P, 35S,
4C o ®H), marcados fluorescentemente (p. ej., FITC) o marcados enziméaticamente, mediante inmunoensayo o
mediante deteccidén cromatografica.

En ciertas realizaciones del presente documento, se contempla el uso de ensayos de polarizacién de fluorescencia y
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en la medicién, tanto directa como indirecta, del
grado de interaccion entre un polipéptido ActRIIA y su proteina de unién. Ademas, otros modos de deteccién, tales
como los basados en guias de onda 6pticas (publicacion PCT WO 96/26432 y patente US5677196), resonancia por
plasmones superficiales (SPR), sensores de carga superficial y sensores de fuerza superficial, son compatibles con
muchas realizaciones descritas en el presente documento.

Asimismo, se puede usar un ensayo de trampa de interaccion, también conocido como el «ensayo doble hibrido»,
para identificar agentes que alteran o potencian la interaccién entre un polipéptido ActRIIA y su proteina de unién.
Véase, por ejemplo, la patente US5283317; Zervos y col. (1993) Cell 72:223-232; Madura y col. (1993) J Biol Chem
268:12046-12054; Bartel y col. (1993) Immunotechnology 14:920-924 y Hoogenboom y col. (1993) Oncogene 8:1693-
1696). En una realizacién especifica del presente documento, se contempla el uso de sistemas doble hibrido inversos
para identificar compuestos (p. ej., moléculas pequefas o péptidos) que disocian las interacciones entre un polipéptido
ActRIIA y su proteina de unién. Véanse, por ejemplo, Vidal and Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal
and Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81 y las patentes US5525490; US5955280 y US5965368.

Los compuestos objetivo pueden se pueden identificar por su capacidad de interaccion con un polipéptido ActRIIA o
de activina. La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRIIA o de activina puede ser covalente o no
covalente. Por ejemplo, tal interaccion se puede identificar al nivel de proteina usando métodos bioquimicos in vitro,
incluyendo fotoentrecruzamiento, unién a ligando marcado radioactivamente y cromatografia de afinidad (Jakoby W B
y col., 1974, Methods in Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos se pueden cribar en un ensayo basado
en mecanismos de accién, tal como un ensayo para detectar compuestos que se unen a un polipéptido de activina o
ActRIIA. Este puede incluir un evento de unioén en fase sélida o en fase fluida. Como alternativa, el gen que codifica
un polipéptido de activina o ActRIIA se puede transfectar con un sistema reportero (p. €j., B-galactosidasa, luciferasa
o proteina verde fluorescente) en una célula y cribar frente a la biblioteca, preferentemente un mediante cribado de
alto rendimiento o con miembros individuales de la biblioteca. Se pueden usar otros ensayos de unién basados en
mecanismos de accién, por ejemplo, ensayos de unién que detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de
unién se pueden realizar con el objetivo fijado a un pocillo, perla o chip, capturado mediante un anticuerpo inmovilizado
0 se pueden resolver mediante electroforesis capilar. Normalmente, los compuestos unidos se pueden detectar
usando resonancia colorimétrica, de fluorescencia o por plasmones superficiales.

En ciertos aspectos del presente documento, se desvelan métodos y agentes para la modulacion (estimulaciéon o
inhibicion) de la formacién de hueso y el aumento de la masa ésea. Por lo tanto, cualquier compuesto identificado se
puede ensayar en células o tejidos completos, in vitro 0 in vivo, para confirmar su capacidad para modular el
crecimiento o la mineralizacion 6seos. Para este propoésito, se pueden utilizar diversos métodos conocidos en la
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técnica. En particular, se pueden ensayar los compuestos para determinar su capacidad de aumentar el recambio
0seo.

Por ejemplo, se puede determinar el efecto de los polipéptidos ActRIIA o de activina, o de los compuestos de ensayo,
sobre el crecimiento de hueso o de cartilago mediante medicién de la induccion de Msx2 o diferenciacion de células
osteoprogenitoras a osteoblastos en ensayos basados en células (véase, p. €j., Daluiski y col., Nat Genet. 2001,
27(1):84-8; Hino y col., Front Biosci. 2004, 9:1520-9). Otro ejemplo de ensayo basado en células incluye el analisis de
la actividad osteogénica de los polipéptidos ActRIl o de activina y los compuestos de ensayo en células progenitoras
mesenquimales y células osteoblasticas. A modo ilustrativo, se pueden generar constructos de adenovirus
recombinantes que expresan un polipéptido ActRIIA o de activina para infectar células progenitoras mesenquimales
pluripotentes C3H10T1/2, células preosteoblasticas C2CI2 y células osteoblasticas TE-85. A continuacion, se
determina la actividad osteogénica mediante medicion de la induccién de la fosfatasa alcalina, la osteocalcina y la
mineralizacion de la matriz (véase, p. €j., Cheng y col., J bone Joint Surg Am. 2003, 85-A(8): 1544-52).

También se desvelan en el presente documento ensayos in vivo para medir el crecimiento de hueso y de cartilago.
Por ejemplo, Namkung-Matthai y col., Bone, 28:80-86 (2001) desvelan un modelo osteoporético de rata en el que se
estudia la reparacion 6sea en el periodo temprano tras la fractura. Kubo y col., Steroid Biochemistry & Molecular
Biology, 68:197-202 (1999) también desvelan un modelo osteoporoético de rata en el que se estudia la reparacion ésea
en el periodo temprano tras la fractura. Andersson y col., J. Endocrinol. 170:529-537 describen un modelo de ratén de
osteoporosis en el que los ratones se someten a ovariectomia, que provoca que los ratones pierdan un contenido
mineral éseo y una densidad mineral 6sea sustanciales, perdiendo el hueso trabecular aproximadamente el 50 % de
densidad mineral ésea. La densidad 6sea se podria aumentar en los ratones sometidos a ovariectomia mediante
administracion de factores tales como la hormona paratiroidea. En ciertos aspectos, se pueden usar los ensayos de
curacién de fracturas conocidos en la técnica. Estos ensayos incluyen la técnica de fractura, el analisis histologico y
el andlisis biomecanico, que se describen en, por ejemplo, la patente US6521750, para su divulgacién sobre protocolos
experimentales para provocar fracturas, asi como para medir el grado de fractura y el proceso de reparacion.

5.4 DOSIS

En el presente documento se proporciona un inhibidor de ActRIl para su uso en los métodos de tratamiento de los
CKD-MBD y/o la enfermedad ésea de bajo recambio, donde los métodos comprenden la administracion a un paciente
que necesita tratamiento de una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl (véase la Seccién 5.2).
En ciertas realizaciones, un inhibidor de ActRII es un inhibidor de ActRIIA tal y como se expone en la Seccién 5.2(a).
En otras realizaciones, un inhibidor de ActRIl es un inhibidor de ActRIIB tal y como se expone en la Seccion 5.2(a).
En ciertas realizaciones, un inhibidor de ActRIl es una combinacién de un inhibidor de ActRIIA y un inhibidor de
ActRIIB.

En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl es suficiente para mejorar
un sintoma de los CKD-MBD. En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de
ActRII es suficiente para evitar que empeore al menos un sintoma de los CKD-MBD.

En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIlI mejora o estabiliza la funcién
renal. La funcién renal se puede medir mediante la velocidad de filtracion glomerular. Véase, p. €j., la Seccién
5.4(a)(iv). En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl es una dosis
diaria que es suficiente para estabilizar la velocidad de filtraciéon glomerular de un paciente con CKD-MBD durante la
duracién del tratamiento con inhibidor de ActRIl y durante al menos 3 meses, 6 meses, 9 meses o0 12 meses. En
ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl es una dosis diaria que es
suficiente para aumentar la velocidad de filtracion glomerular en al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35
%, 40 %, 45 % o al menos un 50 %.

En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl aumenta el nivel de glébulos
rojos y/o los niveles de hemoglobina en el paciente.

En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl es efectiva para (a)
aumentar los niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina del paciente; (b) mejorar la calidad 6sea y/o la densidad
mineral 6sea del paciente y (c) mejorar la funcion renal del paciente.

En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de ActRIl es efectiva para (a)
aumentar los niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina del paciente; (b) mejorar el recambio 6seo del paciente y (c)
mejorar la funcion renal del paciente.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de ActRIl se dosifica en intervalos y cantidades suficientes para alcanzar
concentraciones en suero de 0,2 microgramos/kg 0 mas, y niveles en suero de 1 microgramo/kg, son deseables
concentraciones de 2 microgramos/kg o mas para conseguir efectos significativos sobre la densidad y resistencia
Oseas. Los regimenes de dosificacion se pueden disefiar para alcanzar concentraciones en suero de entre 0,2 y 15
microgramos/kg y, opcionalmente, de entre 1 y 5 microgramos/kg. En humanos, los niveles en suero de 0,2
microgramos/kg se pueden alcanzar con una sola dosis de 0,1 mg/kg o mas y los niveles en suero de 1 microgramo/kg
se pueden alcanzar con una sola dosis de 0,3 mg/kg o més. La semivida en suero observada de la molécula es de
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entre aproximadamente 20 y 30 dias, sustancialmente mas largas que la de la mayoria de proteinas de fusion Fcy,
por tanto, se puede alcanzar un nivel en suero efectivo sostenido, por ejemplo, mediante dosificaciéon con 0,2-0,4
mg/kg semanalmente o bisemanalmente, o se pueden usar dosis mas altas con intervalos mas largos entre
dosificaciones. Por ejemplo, se podrian usar dosis de 1-3 mg/kg mensualmente o bimensualmente, y el efecto sobre
el hueso puede ser lo suficientemente duradero como para que esa dosificacién sea necesaria solo una vez cada 3,
4,5,6,9, 12 0 mas meses.

5.5 COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En ciertas realizaciones, los antagonistas de activina-ActRll (p. €j., los polipéptidos ActRII) se formulan con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso con los métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, un
polipéptido ActRIl se puede administrar por si solo o como un componente de una formulacién farmacéutica
(composicion terapéutica). Los compuestos objetivo se pueden formular para administracion por cualquier via
conveniente para uso en medicina humana o veterinaria. ActRIl puede ser ActRIIA o ActRIIB.

En ciertas realizaciones, los métodos terapéuticos descritos en el presente documento incluyen la administracién de
la composicion sistémicamente o localmente en forma de un implante o dispositivo. Cuando se administran, las
composiciones terapéuticas usadas en el presente documento pueden estar en una forma fisiolégicamente aceptable
libre de pirégenos. Se pueden administrar simultaneamente o secuencialmente a los compuestos objetivo agentes
terapéuticamente Utiles distintos de los antagonistas de ActRIIA que, opcionalmente, también pueden ir incluidos en
la composicion tal y como se ha descrito anteriormente (p. €j., polipéptidos ActRII, tales como polipéptidos ActRIIA y/o
ActRIIB (véase la Seccién 5.2)).

Habitualmente, los antagonistas de ActRIIA se administraran parenteralmente. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas para administracion parenteral pueden comprender uno o mas polipéptidos ActRIl en combinacion con
una o0 mas soluciones acuosas 0 no acuosas isotonicas, dispersiones, suspensiones, emulsiones o polvos estériles
que se pueden reconstituir en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso,
farmacéuticamente estables que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que hacen la
formulacion isotonica con la sangre del receptor previsto, agentes de suspensién o agentes espesantes. Los ejemplos
de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones farmacéuticas usadas
en los métodos descritos en el presente documento incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tal como aceite de oliva, y ésteres
orgéanicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el
uso de materiales de revestimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido
en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Ademas, la composicién se puede encapsular o inyectar en una forma apta para su administraciéon en un sitio de un
tejido objetivo (p. ej., hueso). En ciertas realizaciones, las composiciones usadas en los métodos descritos en el
presente documento pueden incluir una matriz capaz de liberar uno o mas compuestos terapéuticos (p. €j., polipéptidos
ActRIIA) en un sitio de un tejido objetivo (p. ej., hueso) que proporciona una estructura para el tejido en desarrollo y
es capaz de ser reabsorbida éptimamente en el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar la liberacion lenta
de los polipéptidos ActRIIA. Tales matrices se pueden formar con materiales que actualmente se usan para otras
aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, las propiedades mecanicas,
el aspecto cosmético y las propiedades de la interfaz. La aplicacién concreta de las composiciones objetivo definira la
formulacion apropiada. Las matrices potenciales para las composiciones pueden ser sulfato célcico, fosfato tricalcico,
hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros materiales
potenciales son biodegradables y biolégicamente bien definidos, tales como el colageno 6seo o dérmico. Otras
matrices adicionales comprenden proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras matrices potenciales
son no biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatita, biovidrio, aluminatos u otros materiales
ceramicos sinterizados. Las matrices pueden comprender combinaciones de cualquiera de los tipos de material
anteriormente mencionados, tales como acido polilactico e hidroxiapatita o colageno y fosfato tricalcico. Los materiales
bioceramicos pueden tener alterada su composicion, tal como en el fosfato-aluminato célcico, y se pueden procesar
para alterar su tamaro de poro, tamafo de particula, forma de particula y biodegradabilidad.

En ciertas realizaciones, las composiciones usadas en los métodos descritos en el presente documento se pueden
administrar oralmente, p. €j., en forma de cépsulas, sellos, pildoras, comprimidos, pastillas para chupar (usando una
base saborizada, normalmente sucrosa y acacia o tragacanto), polvos, granulos o como una solucion o una
suspensién en un liquido acuoso o no acuoso, o como una emulsion de aceite en agua 0 agua en aceite, 0 como un
elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sucrosa y acacia) y/o como
enjuagues bucales y similares, conteniendo todas ellas una cantidad predeterminada de un agente como ingrediente
activo. Un agente también se puede administrar como un bolo, un electuario o una pasta.

En las formas de dosificacion sélidas para administracién oral (capsulas, comprimidos, pastillas, grageas, polvos,
granulos y similares) se pueden mezclar uno 0 mas compuestos terapéuticos usados en los métodos descritos en el
presente documento con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como citrato sédico o fosfato
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dicélcico y/o uno de los siguientes: (1) cargas o diluyentes, tales como féculas, lactosa, sucrosa, glucosa, manitol y/o
acido salicilico; (2) ligantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona,
sucrosa y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato
calcico, fécula de patata o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y carbonato sédico; (5) agentes retardantes de la
disolucién, tales como parafina; (6) acelerantes de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7)
agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales
como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles soélidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos y (10) agentes colorantes. En el caso de las
capsulas, comprimidos y pastillas, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes
tamponadores. Las composiciones sélidas de un tipo similar se pueden empelar como cargas en capsulas de gelatina
rellenas duras y blandas usando excipientes tales como lactosa o azlcares de la leche, asi como polietilenglicoles de
alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de
dosificacién liquidas pueden contener diluyentes inertes habitualmente usados en la técnica, tales como agua u otros
solventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en concreto aceites
de semilla de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico,
polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitano y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las
composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes de suspensién y
emulsionantes, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polietilensorbitol, ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio,
bentonita, agar-agar, tragacanto y mezclas de los mismos.

Las composiciones usadas en los métodos descritos en el presente documento también pueden contener adyuvantes
tales como conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la
acciéon de los microorganismos se puede asegurar mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenol sérbico y similares. También puede ser deseable incluir
agentes isotonicos, tales como azulcares, cloruro sodico y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion
prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede ser provocada por la inclusion de agentes que retardan la
absorcién tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que el régimen de dosificacion lo determinard el médico responsable del tratamiento considerando
diversos factores que modifican la accién de los compuestos objetivo usados en los métodos descritos en el presente
documento (p. €j., polipéptidos ActRIl, tales como polipéptidos ActRIIA y/o ActRIIB (véase la Seccion 5.2)). Los
diversos factores incluyen, pero no se limitan a, la cantidad de peso 6seo que se desea que se forme, el grado de
pérdida de densidad ésea, el sitio del dafio 6seo, el estado del hueso dafiado, la edad, el sexo y la dieta del paciente,
la gravedad de cualquier enfermedad que pueda estar contribuyendo a la pérdida 6sea, el tiempo de administracion y
otros factores clinicos. Opcionalmente, la dosificacion puede variar con el tipo de matriz usada en la reconstitucion y
los tipos de compuestos de la composicién. La adicion de otros factores de crecimiento conocidos a la composicion
final también puede afectar a la dosificacion. El progreso se puede monitorizar mediante evaluacion periddica del
crecimiento y/o la reparacién Oseos, por ejemplo, mediante rayos X (incluyendo DEXA), determinaciones
histomorfométricas y marcado con tetraciclina.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden terapia génica para la
produccion in vivo de polipéptidos ActRII. Tal terapia consigue su efecto terapéutico mediante introduccion de las
secuencias de polinucleodtidos de ActRIl en células o tejidos que tienen los trastornos enumerados anteriormente. La
administracion de secuencias de polinucleétidos de ActRIl se puede conseguir usando un vector de expresion
recombinante tal como un virus quimérico o un sistema de dispersion coloidal. Para la administracién terapéutica de
secuencias de polinucleétidos de ActRII es preferible el uso de liposomas dirigidos. Los polipéptidos ActRIlI pueden
ser polipéptidos ActRIIA y/o polipéptidos de ActRIIB (véase la Seccion 5.2)).

Los diversos vectores virales que se pueden usar para terapia génica tal y como se ha ensefiado en el presente
documento incluyen adenovirus, virus del herpes, vaccinia virus o, preferentemente, virus ARN tales como retrovirus.
Preferentemente, el vector retroviral es un derivado de un retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores
retrovirales en los que se puede insertar un Unico gen extrafio incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia
murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino
(MuMTYV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Varios vectores retrovirales pueden incorporar mdltiples genes. Todos
estos vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de forma que las células
transducidas se puedan identificar y generar. Los vectores retrovirales se pueden hacer especificos de un objetivo
mediante fijaciéon de, por ejemplo, un azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento preferido se puede
conseguir usando un anticuerpo. Los expertos en la materia reconoceran que se pueden insertar en el genoma
retroviral o fijar en una envoltura viral secuencias de polinucleétidos especificas para permitir la administracion
especifica al objetivo del vector retroviral que contiene el polinucleétido ActRIIA. En una realizacion preferida, el vector
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se dirige al hueso o al cartilago.

Como alternativa, se pueden transfectar directamente células de cultivo tisular con plasmidos que codifican los genes
estructurales retrovirales gag, pol y env, mediante transfeccion por el método del fosfato calcico. A continuacién, estas
células son transfectadas con el plasmido vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes liberan el
vector retroviral en el medio de cultivo.

Otro sistema de liberacion dirigido para polinucleétidos de ActRIIA es un sistema de dispersion coloidal. Los sistemas
de dispersion coloidal incluyen complejos macromoleculares, nanocéapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados
en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal que
se puede usar es un liposoma. Los liposomas son vesiculas artificiales con membrana que son utiles como vehiculos
de entrega in vitro e in vivo. EI ARN, ADN vy los viriones intactos se pueden encapsular en el interior acuoso y entregar
a las células en una forma biolégicamente activa (véase, p. €j., Fraley y col., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Los
métodos efectivos de transferencia génica que usan como vehiculo un liposoma se conocen en la técnica, véase, p.
ej., Mannino, y col., Biotechniques, 6:682, 1988. La composicién del liposoma es normalmente una combinacién de
fosfolipidos, normalmente en combinacién con esteroides, especialmente colesterol. También se pueden usar otros
lipidos u otros fosfolipidos. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza i6nica y la presencia
de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos utiles en la produccion de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos y gangliésidos. Los
fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina del huevo. El
direccionamiento de liposomas se conoce en la técnica y también es posible en funcién de, por ejemplo, la
especificidad para érganos, la especificidad para células y la especificidad para organulos.

En ciertas realizaciones, el inhibidor de ActRIIA es sustancialmente puro en una composicién farmacéutica.
Especificamente, como maximo un 20 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,1 % o0 como maximo un 0,05 % de los compuestos
presentes en la composicion farmacéutica son compuestos distintos del inhibidor de ActRIl y el vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

6. EJEMPLOS
6.1 Ejemplo 1
(a) Proteinas de fusion ActRIIA-Fc

Se describe una proteina de fusién ActRIIA que tiene el dominio extracelular del ActRIIA humano fusionado a un
dominio Fc humano o de ratén con un conector minimo. Los constructos se denominan ActRIIA-hFc y mActRIIA-Fc,
respectivamente. ActRIIA-hFc se proporciona como SEQ ID NO: 7. mActRIIA-Fc es el equivalente murino a la SEQ
ID NO: 7.

Se expresaron las proteinas ActRIIA-hFc y mActRIIA-Fc en lineas celulares CHO. Se consideraron tres secuencias
lider diferentes:

(i) Melitina de abeja melifera (HBML): SEQ ID NO: 8
(i) Activador del plasminogeno tisular (TPA) SEQ ID NO: 9
(iii) ActRIIA nativo: SEQ ID NO: 10

La forma seleccionada emplea la lider del TPA y tiene la siguiente secuencia de aminodacidos sin procesar expuesta
en la SEQ ID NO: 13. Este polipéptido es codificado por la SEQ ID NO: 14.

(b) Proteinas de fusion ActRIIB-Fc

La estructura cocristalina de un dominio extracelular de ActRIIB humano fusionado a un dominio Fc y activina humanos
no mostré ningun papel en la union al ligando para los 15 aminoé&cidos finales (C-terminal) (denominados la «cola» en
el presente documento) del dominio extracelular. Esta secuencia no se resolvi6é en la estructura cristalina, lo que
sugiere que estos residuos estan presentes en un bucle flexible que no se empaqueta uniformemente en el cristal.
Thompson y col. EMBO J. 2003 Apr 1; 22(7):1555-66. Esta secuencia también se conserva mal entre ActRIIB y
ActRIIA. Por consiguiente, estos residuos se omitieron del constructo de fusién ActRIIB-Fc basico u original. Ademas,
la posicion 64 de la forma original esta ocupada por una alanina, lo cual generalmente se considera la forma de «tipo
salvaje», aunque hay un alelo A64R presente de forma natural. Por tanto, la fusion ActRIIB-Fc original tiene la
secuencia desvelada como SEQ ID NO: 21.

Sorprendentemente, se encontrd que la cola C-terminal mejora la unién a activina y GDF-11, por tanto, una version
preferida de ActRIIB-Fc tiene una secuencia de SEQ ID NO: 20.
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Una variedad de variantes de ActRIIB que se pueden usar de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento se describen en la solicitud de patente internacional publicada como W02006/012627 (véanse, p. €j., las
pags. 59-60).

6.2 EFECTOS DE LA INHIBICION DE mACTRIIA EN UN MODELO DE RATON DE ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Este estudio se disefé para estudiar los efectos de ActRIIA de ratén fusionado con Fc de ratén a través de un conector
minimo (SEQ ID NO: 15) sobre el tratamiento de parametros sanguineos y éseos en un modelo de ratén de
enfermedad renal crénica y CKD-MBD.

Los pacientes con enfermedad renal crénica (CKD) pueden llegar a estar anémicos y también osteopénicos. En este
modelo, se usaron ratones con ablacién renal parcial (nefrectomia 5/6) como modelo de CKD para ensayar los efectos
del polipéptido con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 15. Se sometieron los ratones a dos cirugias para 1)
extirpar un rifidn por completo y 2) ligar 2 de las 3 arterias renales al rifidn restante. También se incluyeron ratones
operados de forma simulada como controles. La cirugia simulada y la nefrectomia 5/6 se realizaron en Jackson
Laboratories.

Tras la recepcion de los ratones, se sometieron a dieta rica en grasas durante toda la duracién del estudio. Dos
semanas después de la cirugia final, se dividieron los ratones en grupos (tanto SIMULADO como CKD) y se comenz6
a dosificar el vehiculo (PBS) o mActRIIA-Fc a 10 mg/kg dos veces a la semana durante 8 semanas. Se tomaron
recuentos sanguineos completos (CBC) periédicamente durante el estudio para evaluar la presencia de anemia.

Se determiné la densidad mineral 6sea usando absorciometria con rayos X de doble energia (DEXA, PIXIMus). A la
conclusion del estudio, se llevaron a cabo necropsias para recoger los huesos largos de las extremidades posteriores
y los érganos principales. El rifidn sobrante se envié para su procesamiento histologico y tincion con hematoxilina-
eosina o tincion tricromica. Se sometieron los fémures a uCT (Scanco) para determinar la microarquitectura 6sea.

Los ratones parecian normales y saludables durante todo el periodo de estudio y ganaron peso a medida que el
estudio progresaba (Figura 1). La densidad mineral ésea aumenté en los cuatro grupos de ratones, pero los ratones
tratados con mActRIIA-Fc (SIMULADOS y CKD) tenian aumentos mayores que cualquiera de los grupos tratados con
vehiculo (Figura 2). El tratamiento con mActRIIA-Fc en ratones CKD obtuvo densidades minerales que igualaban o
superaban a las de los rayones tratados con VEH SIMULADOS al final del estudio. Los ratones CKD se volvieron
anémicos al final del estudio (HCT < 40 %), pero el tratamiento con mActRIIA-Fc evit6 la anemia en el grupo CKD
(HCT > 40 %; Figura 3). Los ratones tratados con mActRIIA-Fc del grupo SIMULADO también mostraron aumentos
de HCT en comparacién con los controles VEH. El analisis micro-CT de los fémures tras la diseccién mostré6 aumentos
de hueso trabecular en los ratones tratados con mActRIIA-Fc, pero no hubo diferencias importantes entre los grupos
SIMULADO y CKD tratados con vehiculo en este momento de la progresion de la enfermedad. En la necropsia, no se
observaron diferencias importantes en el peso de los érganos, aunque los ratones tratados con mActRIIA-Fc tenian
un ligero aumento del peso de las bolsas de grasa. Las secciones histol6gicas con tincion tricromica del rindn sobrante
no indicaron fibrosis generalizada en los ratones CKD en este punto del estudio.

6.3 LA INHIBICION DE mACTRIIA EVITA LA ANEMIA Y LA PERDIDA OSEA EN UN MODELO TERAPEUTICO DE
ENEFERMEDAD RENAL CONSOLIDADA

La nefrectomia 5/6 en roedores es un protocolo experimental habitualmente realizado y usado para modelos de
enfermedad renal crénica. En esta cirugia bifasica, se extirpan 2/3 de un rifidn y el rifidn completo del lado contralateral
usando procedimientos quirtrgicos asépticos. Como resultado de la cirugia, el animal experimenta una funcién renal
deficiente y exhibe un comportamiento patolégico analogo a los humanos con enfermedad renal crénica.

La cirugia simulada y la nefrectomia 5/6 se realizaron en Jackson Laboratories de acuerdo con procedimientos
operativos estandar. Se permitié que los animales se recuperaran de la cirugia y, a continuacién, se enviaron. Los
animales se aclimataron a las condiciones de laboratorio durante un minimo de 48 horas antes de realizar las primeras
mediciones. Durante este periodo, se observaron todos los animales en busca de cualquier signo de anomalia clinica
que los pudiera excluir del estudio. Se asigno a los animales un nimero de estudio en las tarjetas identificativas de
sus jaulas y se identificaron de forma Unica mediante marcado en las orejas.

Se diluyé la proteina ActRIIA-mlgG2aFc usando PBS estéril hasta una concentracion de 2,0 mg/ml. La concentracién
de dosificacién fue: 2,0 mg/ml. Se almacend la proteina ActRIIA-mlgG2aFc a -65 °C + 15 °C, el material se puede
descongelar a temperatura ambiente o durante la noche a 4 °C. La proteina congelada se mantuvo en hielo humedo
hasta su uso.

Se sometieron treinta ratones hembra C57BL/6 (10 semanas de edad) a nefrectomia 5/6 en la que un rifidn se extirpa
completamente y, a continuacion, se ligan 2 de las 3 venas renales al rifidn restante dos semanas después. También
se realizaron en treinta hembras C57BL/6 cirugias simuladas en las que los animales se sometieron al mismo
procedimiento quirdrgico abdominal, pero sin extirpacién de los rifiones. Después de que se recuperaran de la segunda
cirugia se enviaron los animales y se permitié que se aclimataran a las condiciones de laboratorio durante un minimo
de 48 horas. Dos meses después de la segunda cirugia, se asignaron aleatoriamente los ratones a uno de los cuatro
grupos de tratamiento, con 15 ratones por grupo (Tabla 2). Se pesaron los ratones y se les aplicé una dosis de
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mACctRIIA-Fc o PBS dos veces a la semana durante un total de 8 semanas. Se hicieron mediciones longitudinales de
la densidad mineral 6sea (BMD) y los parametros hematoldgicos en el punto de partida, en un punto intermedio y a la
conclusion del estudio. En la necropsia, se recogieron los huesos y se almacenaron para su examen histolégico o
analisis por micro-CT.

Tabla 2:
Grupo | N | Ratones | Dieta Tratamiento | Cirugia Concentracion | Ruta
1 15 | C57BL/6 | Comida | PBS Simulada | volumen S.C.
2 15 | C57BL/6 | Comida | mActRIIA-Fc | Simulada | 10 mg/kg S.C.
3 15 | C57BL/6 | Comida | PBS Nefr. 5/6 | volumen S.C.
4 15 | C57BL/6 | Comida | mActRIIA-Fc | Nefr. 5/6 10 mg/kg S.C.

(a) PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
(i) Modificacién quirdrgica

Se sometieron ratones hembra C57BL/6 de 10 semanas de edad a una cirugia en dos etapas para lograr una
nefrectomia 5/6 o la cirugia simulada equivalente.

(i) Dosificacién a los animales

La administracion de dosis en el presente estudio comenzd un mes después de la finalizacién de la nefrectomia 5/6.
Se pesaron los ratones y se les administraron 10 mg/kg de PBS o mActRIIA-Fc dos veces a la semana mediante
inyeccién subcutanea.

(iii) Densitometria 6sea DXA

Se realizaron mediciones longitudinales de BMD mensualmente mediante densitometria 6sea DXA (Lunar PIXIMus,
GE Medical Systems) a ratones anestesiados. Durante los andlisis de BMD por DXA se eliminé la cabeza del ratén
de la regién de interés evitar los aparatos de cuantificacion asociados al craneo.

(iv) Toma de muestras de sangre

Se realizaron mediciones longitudinales de recuentos sanguineos completos (HM2, VetScan) en sangre recogida
mensualmente mediante extraccion submandibular. Al final del estudio se realizé una extraccién terminal, se recogié
la sangre y se dividi6 en un tubo que contenia EDTA para su analisis CBC o en un tubo de separacion de suero para
la toma de muestras de suero. El suero se congel6 a -80 °C para su analisis futuro.

(v) Andlisis del suero

El suero congelado se descongel6 y se analizaron 100 microlitros usando un analizador Vetscan VS2 (Abaxis, Inc.).
Se uso un rotor diagndstico integral para analizar las muestras y determinar la albumina sérica (ALB), la fosfatasa
alcalina (ALP), la alanina aminotransferasa (ALT), la amilasa (AMY), bilirrubina total (TBIL), el nitrégeno ureico en
sangre (BUN), el calcio total (Ca++), el fésforo (PHOS), la creatinina (CRE), la glucosa (GLU), el sodio (NA+), el
potasio (K+), la proteina total (TP) y la globulina (GLOB).

(vi) Necropsia

A la finalizacion de estudio, se sacrificaron los ratones mediante inhalacion de COz. Se extirparon los rifiones y bazos,
se pesaron y se almacenaron en formalina al 10 %. Se recogieron las tibias y fémures y se almacenaron en etanol al
70 %.

(vii) Analisis por micro-CT

Al final del experimento, se diseccionaron el fémur y tibia izquierdos de cada ratén y se fijaron en etanol al 70 %. Se
sometieron los huesos a micro-CT usando un dispositivo Scanco (VivaCT75, Scanco) a 55 kV, 145 microA y un tamafo
de voxel de 20 micrometros. Las imagenes obtenidas se reconstruyeron usando el software de Scanco incorporado.
Se evalud el volumen de hueso trabecular (BV/TV) y el espesor trabecular (TbTh) en una seccion de 400 micrometros
de hueso que estaba ubicada a 200 micrometros del extremo distal del fémur. Se midi6 el espesor cortical en una
secciéon de 200 micrometros de hueso centrada en la linea media del fémur.
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(viii) ANALISIS DE DATOS

Se realizaron comparaciones entre los ratones y tejidos tratados con mActRIIA-Fc y con vehiculo mediante la prueba
t de Student usando Microsoft Excel. Los datos se expresaron como media + SEM.

(b) Resultados

Investigamos la capacidad de mActRIIA-Fc para evitar la anemia y la pérdida ésea en un modelo de raton de
enfermedad renal cronica. Después de 2 meses de progresion de la enfermedad siguientes a la nefrectomia 5/6 (Dia
0), los ratones sometidos a nefrectomia 5/6 (CKD) exhibieron una reduccién significativa del hematocrito en
comparacioén con las cohortes simuladas (-5,4 %, P<0,01). La toma de muestras de sangre longitudinal y su posterior
andlisis CBC mostraron que los ratones tratados con mActRIIA-Fc, tanto en la cohorte simulada como en la CKD,
mostraban aumentos significativos del hematocrito en comparacioén con sus equivalentes tratados con VEH después
de 4 y 8 semanas de tratamiento (Figura 5).

Después de 2 meses de progresion de la enfermedad siguientes a la nefrectomia 5/6 (Dia 0), los ratones sometidos
a nefrectomia 5/6 (CKD) exhibieron una reduccion significativa de la BMD en comparacion con las cohortes simuladas
(-5,4 %, P<0,01). A lo largo de 6 semanas de tratamiento, las cohortes simulada y CKD tratadas con mActRIIA-Fc
tenian una BMD significativamente mayor que la de sus equivalentes tratados con VEH (Figura 6).

A la finalizacion del estudio, se recogieron las extremidades posteriores y se fijaron en etanol al 70 %. El fémur derecho
se sometié a micro-CT (VivaCT 75, Scanco) para cuantificar la estructura 6sea cortical y trabecular. La Figura 7
muestra imagenes de secciones transversales de fémures de cada grupo de tratamiento. Los ratones nefrectomizados
exhibian menor espesor cortical y no presentaban cambios obvios en la estructura del hueso trabecular.

Los ratones tratados con mActRIIA-Fc exhibian aumento tanto del espesor cortical como del volumen de hueso
trabecular. Se usaron analisis de la diafisis media del fémur para cuantificar el espesor cortical medio en cada cohorte
(Figura 8). Los ratones CKD presentaban huesos corticales mas finos que sus equivalentes simulados en ambas
cohortes, VEH (P<0,01) y mActRIIA-Fc (P<0,01). Los ratones tratados con mActRIIA-Fc presentaban un aumento
significativo de hueso cortical en ambas cohortes, simulada (+17 %, P<0,01) y CKD (+19,2 %, P<0.01), en
comparacioén con los respectivos ratones tratados con VEH. Tal como evidencian las imagenes de las muestras de la
Figura 7, los analisis del fémur distal revelaron aumentos drasticos del volumen y espesor de hueso trabecular en los
ratones tratados con mActRIIA-Fc. mActRIIA-Fc fue capaz de aumentar significativamente el volumen de hueso
trabecular (Figura 9) y el espesor trabecular (Figura 10) con respecto a los ratones tratados con VEH en ambas
cohortes, simulada y CKD. En la semana 8, las mediciones del volumen de hueso trabecular demostraron que los
ratones tratados con mActRIIA-Fc presentaban un aumento significativo del volumen de hueso trabecular en ambas
cohortes, simulada (+549 %, P<0,001) y CKD (+827 %, P<0,001), en comparacion con los respectivos ratones tratados
con VEH. En la semana 8, las mediciones del espesor trabecular demostraron que los ratones tratados con mActRIIA-
Fc presentaban un aumento significativo del espesor trabecular en las cohortes CKD (+62 %, P<0,001) en
comparacioén con los respectivos ratones tratados con VEH.

En el momento del sacrificio final, se tomé sangre entera de todos los animales y se procesé para obtener suero. Las
muestras de suero se analizaron usando un analizador Vetscan VS2 (Abaxis, Inc) usando un rotor de perfil integral.
Los valores medios de los analitos de cada grupo se muestran en la Tabla 3. La comparacién de los grupos de control
SIMULADO y CKD, mostro los aumentos de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina (CRE) esperados a causa
de la funcién renal deficiente. Ademas, la ALT y la amilasa (AMY) aumentaron en los ratones CKD debido a la
alteracién de la funcion renal o como indicativo de que la nefrectomia también altera la funcion del higado. Los niveles
de calcio (CA++) y fosfatasas alcalinas totales (ALP) también aumentaron segun lo esperado debido al aumento de
recambio 6seo. El tratamiento con mActRIIA-Fc aumenté los niveles de ALP tanto en los ratones SIMULADOS como
en los CKD debido a las propiedades anabdlicas 6seas del farmaco. En los ratones CKD, el tratamiento con mActRIIA-
Fc redujo los niveles de albumina (ALB), proteina total (TP) y CRE en comparacién con los controles CKD-VEH, pero
no fueron diferentes de los de los ratones SIMULADOS. No se cree que estos cambios sean relevantes para el modelo
o tratamiento en este puto.

Tabla 3
VEH mActRIIA-Fc CKD VEH CKD mACctRIIA-
SIMULADO SIMULADO Fc
AMY | UL 865,45 +£39,41 | 803,38 + 66,06 1486,18 + | 1418,42 + 36,68
53,82
TBIL mg/dL | 0,25 £ 0,02 0,23 + 0,02 0,23 + 0,01 0,27 £ 0,014
BUN mg/dL | 27,92 +1,39 29,20 £1,26 52,75 +2,66 | 51,50+2,10
CA.+ | mg/dL | 10,18 £0,16 10,38 £0,12 11,00 £13 11,33+0,13
PHOS | mg/dL | 8,58 +£0,17 8,96 +0,28 8,28 + 0,36 7,96 £ 0,26
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CRE mg/dL | 0,33 +0,05 0,40 £ 0,05 0,44 £ 0,05 0,31 £ 0,024

GLU mg/dL | 198,50 + 6,52 260,90 + 28,79* 223,67 + | 260,86 + 14,98
13,53

NA. mmol/L | 156,50 + 0,77 157,60 £ 0,73 158,58 +2,37 | 155,64 + 0,34

K+ mmol/L | 7,65 0,14 7,85+0,15 7,98 £0,14 7,77 £0,13

TP g/dL 5,66 + 0,05 5,42 +0,057* 5,73 £0,08 5,47 +£0,07q

GLOB | g/dL 1,79 £ 0,08 1,67 £ 0,06 1,73 £0,07 1,97 + 0,06q

*= p<0,05 frente a SIMULADO VEH; ++ = p<0,05 frente a CKD VEH

(c) CONCLUSIONES

El tratamiento con mActRIIA-Fc fue capaz de evitar la anemia y la pérdida 6sea en un modelo de nefrectomia 5/6 de
enfermedad renal crénica. Los ratones CKD estaban anémicos, presentaban menor BMD y una estructura ésea
cortical mas fina en el fémur que sus equivalentes SIMULADOQOS. El tratamiento con mActRIIA-Fc de ratones CKD
aumenté el hematocrito, la BMD vy la estructura ésea cortical significativamente con respecto a los ratones tratados
con VEH. Asimismo, mActRIIA-Fc fue capaz de aumentar el volumen de hueso trabecular y el espesor trabecular en
los ratones CKD a valores superiores a los de los ratones tratados con VEH en ambas cohortes, simulada y CKD.
Estos datos demuestran que el bloqueo de la sefalizacion del receptor IIA de activina mediante administracion de
mACtRIIA-FC puede evitar la anemia y la pérdida ésea en un modelo de nefrectomia 5/6 de enfermedad renal crénica.

6.4 EJEMPLO PROFETICO DE INHIBICION DE mACTRIIA PARA TRATAR LA ENFERMEDAD OSEA ADINAMICA
EN EL CONTEXTO DE LA CKD

Los ratones se sometieron a electrocauterizacién de un rifidn y nefrectomia del otro riidn. Los ratones se alimentan
con comida pobre en fosfato suplementada con calcitriol. Véase, p. ej., Lund y col., 2004, J Am Soc Nephrol 15:349-
369.

Este estudio esta disefiado para estudiar los efectos de ActRIIA soluble de ratén fusionado con Fc de ratén a través
de un conector minimo (SEQ ID NO: 15) sobre el tratamiento de parametros sanguineos y 6seos en un modelo de
raton de enfermedad 6sea adinamica.

Se usan ratones con electrocauterizacion de un rifdn y nefrectomia del otro riidn como modelo de hueso adinamico
en el contexto de la CKD («ADB») para ensayar los efectos del polipéptido con la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 15 en este modelo. Se someten los ratones a dos cirugias para 1) extirpar un rindén por completo y 2)
electrocauterizar el otro riidn. También se incluyen ratones operados de forma simulada como controles. Las cirugias
se pueden llevar a cabo tal y como se describe en Lund y col., 2004, J Am Soc Nephrol 15:349-369.

Un grupo de ratones se somete a dieta alimenticia baja en fosfato suplementada con calcitriol. Otro grupo de ratones
se somete a dieta alimenticia normal. Dos semanas después de la cirugia final, se dividen los ratones en grupos (tanto
SIMULADO como ADB) y se comienza a administrar vehiculo (PBS) o mActRIIA-Fc a 10 mg/kg dos veces a la semana
durante 8 semanas. Se toman recuentos sanguineos completos (CBC) periddicamente durante el estudio para evaluar
la presencia de anemia.

Se determina la densidad mineral 6sea usando absorciometria con rayos X de doble energia (DEXA, PIXIMus). A la
conclusion del estudio, se llevan a cabo necropsias para recoger los huesos largos de las extremidades posteriores y
los 6rganos principales. El rifdn sobrante se envia para su procesamiento histolégico y tincién con hematoxilina-
eosina o tincién tricrémica. Se someten los fémures a uCT (Scanco) para determinar la microarquitectura ésea.
También se puede usar la tomografia computerizada cuantitativa (QCT) para determinar el recambio éseo.

6.5 EFECTOS DE LA INHIBICION DE ACTRIIA SOBRE LA CALCIFICACION VASCULAR

Este ejemplo demuestra que la inhibicion de ActRIIA es efectiva en la reduccion de los niveles de calcio en la
vasculatura de los sujetos y, por tanto, representa un medio de tratamiento de la calcificacién vascular.

Se indujo enfermedad renal crénica (CKD) en etapa 3 a ratones /dir”- de 14 semanas de edad (C57B1/6J original;
Jackson Laboratory) alimentados con dietas ricas en grasa («ratones CKD»). Se sabe que el receptor de lipoproteinas
de baja densidad (IdIr) esta implicado en la eliminacion de lipidos y los ratones transgénicos Idir representan un modelo
de aterosclerosis. Los ratones deficientes en Idir alimentados con dietas ricas en grasa/colesterol desarrollan
aterosclerosis y placas aérticas asociadas a la calcificacion estimulada por la CKD inducida mediante ablacién renal.
Se indujo CKD en los ratones /dIr- mediante nefrectomia 5/6 (véase arriba). Tal y como se ha descrito anteriormente,
la nefrectomia 5/6 comprende la extirpacién completa de un rifidn seguida de ligacion de 2 de las 3 venas renales en
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el rindn restante.

En la semana 22, se consolidd la calcificacion vascular en los ratones CKD, tal y como se confirmé mediante
cuantificacion quimica de la calcificacion. En resumen, se diseccionaron los corazones y aortas de los ratones en el
momento del sacrificio y se eliminé todo el tejido extrafio mediante diseccién roma bajo un microscopio de diseccién.
Se desecaron los tejidos durante 20-24 horas a 55 °C, se pesaron y se pulverizaron con un mortero. Se eluy6 calcio
en &cido férmico al 10 % (10:1 v/p) durante 24 horas a 4 °C. Se ensay6 el contenido de calcio del eluido usando un
método cresolftaleina complexona (Sigma, St Louis), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se corrigieron
los resultados para el peso de tejido seco.

Se dividieron los ratones CKD en dos grupos experimentales (i) ratones tratados con mActRIIA-Fc y (ii) ratones CKD-
3-Vehiculo, a los que se administrd solo la porcion de vehiculo de la composicion mActRIIA-Fc (es decir, se administrd
a los ratones una composicién salina sin mActRIIA-Fc). A los ratones tratados con mActRIIA-Fc (n = 5) se les
administraron 10 mg/kg de mActRIIA-Fc dos veces a la semana durante 6 semanas. A los ratones CKD-3-Vehiculo (n
= 6; vehiculo = solucién salina) se les administré solo vehiculo en los mismos dias que se administraba mActRIIA-Fc
a los ratones tratados con mACctRIIA-Fc. Los ratones de tipo salvaje (n = 6; C57B1/6J original) y los ratones
SIMULADOS (n = 8; C57B1/6J original) se usaron como controles negativos. Los ratones SIMULADOS consistian en
ratones /dir que fueron operados pero no se les indujo CKD (p. ej., no se llevd a cabo la nefrectomia). Todos los
ratones fueron sacrificados en la semana 28 para evaluacion de los niveles de calcio aértico en cada uno de los cuatro
grupos de tratamiento (CKD-3-Vehiculo; tratados con mActRIIA-Fc; SIMULADOS vy tipo salvaje).

La Tabla 4, que se muestra a continuacion, presenta los niveles de calcio aértico observados en cada ratén usado en
el estudio (columna 2), asi como los niveles de calcio promedio de cada uno de los grupos de estudio SIMULADO,
CDK-3-Vehiculo, mActRIIA-Fc y tipo salvaje (columna 3). Los resultados se presentan de forma grafica en la Figura
11. Tal y como demuestran los datos, se observé una clara reduccion del calcio aértico en los ratones pertenecientes
al grupo tratado con mActRIIA-Fc en comparacion con el grupo tratado con vehiculo. En 4 de los 5 ratones CKD que
fueron tratados con mActRIIA-Fc, los niveles de calcio adrtico eran comparables a los niveles observados en los dos
grupos de control negativo (ratones tipo salvaje y SIMULADQOS).

Se sabe que los niveles de calcio vascular (p. €j., arterial) elevados estan asociados a la calcificacion vascular (véase,
p. €j., Raggi P y col., Clin J Am Soc Nephrol 2008; 3: 836-843). Por tanto, los resultados anteriores indican que la
inhibicion de ActRIIA representa una estrategia adecuada para el tratamiento y la prevencion de la calcificacion
vascular.

Tabla 4: Niveles de calcio aodrtico

Grupo experimental | Niveles de Ca?* especificos del sujeto | Ca>* promedio en
(mg/g) mg/g

Tipo salvaje (n = 6) 0,25;0,11; 0,26; 0,36; 0,31; 0,35 0,27 £ 0,09

Simulado (n = 8) 0,28;0,18; 0,24; 0,16; 0,13; 0,25; 0,26; 0,27 | 0,22 + 0,06

g)KD-S-Vehl’cqu (n =1 0,58;0,17; 0,51; 0,56; 0,31; 0,99 0,52 + 0,28

mActRIIA-Fc (n = 5) 0,83; 0,28; 0,19; 0,13; 0,04 0,29 + 0,31

6.6 EFECTOS DE LA INHIBICION DE ACTRIIA SOBRE LA CALCIFICACION VASCULAR

Este ejemplo describe un estudio del efecto de la inhibicion de ActRII sobre la calcificacién vascular en sujetos con
enfermedad renal crénica.

Se puede usar el modelo de CKD-MBD precoz descrito en los ejemplos anteriores. En este modelo, se afiade la
ablacion renal a la deficiencia genética del receptor de LDL, /dir, y se alimentan los ratones con una dieta rica en grasa
y colesterol. En la CKD en etapa 3, los animales presentan estimulacién de la calcificacion vascular inducida por la
CKD, disminucion de la formacion 6sea, niveles de FGF23 elevados, hiperfosfatemia y niveles de PTH elevados.

(a) Materiales y métodos

Animales y dietas: Se pueden adquirir ratones con deficiencia del receptor de LDL (LDLRY/-) a partir de ratones
C57B1/6J originales o C57B1/6J tipo salvaje en Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) y alimentar en un ambiente
libre de patégenos. Los animales se pueden destetar a las tres semanas y pasar a una dieta alimenticia con 6,75 %
de calorias en forma de grasa. A las 10 semanas se puede iniciar una dieta rica en colesterol (0,15 %) que contiene
un 42 % de calorias en forma de grasa (Harlan Teklad, Madison WI, n. de producto TD88137), una dieta que ha
mostrado generar aterosclerosis con calcificacion vascular en este contexto genético (véase, p. €j., Towlery col., 1998,

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 884 095 T3

J Biol Chem 273:30427-30434). El contenido de calcio en todas las dietas puede ser del 0,6 %. Se puede permitir que
los animales consuman agua a voluntad y se mantienen de acuerdo con las directrices de cuidado animal nacionales
y locales. Se les puede administrar mActRIIA-Fc por via IP (10 mg/kg) dos veces a la semana.

Procedimientos quirurgicos: Se puede utilizar un procedimiento en dos etapas para provocar CKD tal y como se ha
descrito anteriormente (véase, p. €j., Davies y col., 2003, J Am Soc Nephrol 14:1559-1567 y Davies y col., 2005, J Am
Soc Nephrol 16:917-928). En resumen, se puede aplicar electrocauterizacién al rifién derecho a través de una incision
de 2 cm en el costado a las 10 semanas de su nacimiento seguida de nefrectomia total izquierda a través de una
incisién similar 2 semanas después. Los animales control pueden someterse a operaciones simuladas en las que se
expone y moviliza el rifidn apropiado, pero no se trata de ninguna otra forma. Se puede usar anestesia intraperitoneal
(13 mg/kg de xilazina y 87 mg/kg de ketamina) para todos los procedimientos. Se pueden tomar muestras de sangre
de la vena safena en la semana 1 posterior a la segunda cirugia para evaluar el punto de referencia para la funcion
renal posquirdrgica. Se pueden sacrificar los animales bajo anestesia a las 20 semanas o0 26 semanas, dependiendo
del grupo, después de que se haya extraido la sangre mediante puncién intracardiaca. El corazén y la aorta se pueden
diseccionar en bloque.

Preparacion tisular: Los animales reseccionados de pueden fijar en formalina y, a continuacién, dividir como se indica
a continuacién: el corazoén, la aorta ascendente y el arco adrtico se pueden separar de la aorta descendente y
biseccionar sagitalmente a través del tracto de salida de la aorta. La aorta descendente se puede biseccionar
coronalmente, aproximadamente a la mitad de su longitud. Los cuatro trozos se pueden integrar en el mismo bloque
de cera. Se pueden realizar cortes (de 5 um de espesor) y someter a tincién con hematoxilina-eosina, tricromica, con
rojo de alizarina y de von Kossa.

Inmunohistoquimica: Las secciones de tejido se pueden preparar como se ha indicado anteriormente, desparafinizar
en xileno y rehidratar en etanoles graduados. Se puede bloquear la actividad peroxidasa enddgena mediante
incubacién en peroxido de hidrégeno al 3 % (Sigma, St Louis MO) y se puede bloquear la unién inespecifica mediante
incubacién durante 10 minutos con una solucién de caseina en PBS ('‘Background SNIPER', propiedad de BioCare
Medical, Walnut Creek CA). La recuperacion del antigeno se puede realizar mediante incubacién durante 5 minutos
en tampdn citrato ('Decloaker' BioCare Medical, Walnut Creek CA) a 100 °C. Las secciones se pueden incubar con
anticuerpo policlonal de cabra purificado por afinidad contra osteocalcina de ratén (OC) (Biogenesis Inc, Brentwood
NH) durante la noche y, a continuacién, incubar con anticuerpo secundario de ratén anti-cabra biotinilado durante 10
minutos antes de la tincién con peroxidasa conjugada con estreptavidina (todos los reactivos, BioCare Medical, Walnut
Creek CA) y contratefir con hematoxilina al 0,1 % (Sigma).

RT-PCR: Se puede extraer ARN de las muestras de tejido usando el kit RNAqueous-4PCR (Ambion), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se puede realizar la RT-PCR usando el kit One-step RT-PCR (Qiagen, Valencia CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las condiciones pueden ser: 50 °C durante 30 min, 95 °C durante 15
min, a continuacion, 35-40 ciclos de 94 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 miny 72 °C durante 1 min y, a continuacion,
72 °C durante 10 min. Se puede seleccionar un cebador especifico de la osteocalcina murina y la GAPDH murina.

Cuantificacion quimica de la calcificacion: Los corazones y aortas se pueden diseccionar en el momento del
sacrificio y eliminar todo el tejido extrafio mediante diseccidon roma bajo un microscopio de diseccién. Los tejidos se
pueden desecar durante 20-24 horas a 55 °C, pesar y pulverizar con un mortero. Se puede eluir calcio en acido féormico
al 10 % (10:1 v/p) durante 24 horas a 4 °C. El contenido de calcio del eluido se puede ensayar usando un método
cresolftaleina complexona (Sigma, St Louis), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y los resultados se
pueden corregir para el peso de tejido seco.

Histomorfometria dsea: Se puede determinar la velocidad de formacién de hueso mediante doble marcado
fluorescente. Todos los ratones pueden recibir calceina por via intraperitoneal (20 mg/kg) durante 7 d y sacrificarse 2
d después. En el momento en que se sacrifican los animales, se pueden diseccionar todos los fémures y colocarse
en etanol al 70 %. Los especimenes se pueden implantar sin descalcificar en un kit de integracion plastico H7000
(Energy Beam Sciences). Se pueden seccionar los huesos longitudinalmente a través del plano frontal en secciones
de 10 um con un micrétomo JB-4 (Energy Beam Sciences). Las secciones sin tefiir se pueden usar para analisis
mediante fluorescencia con marcado por calceina. Los portaobjetos se pueden examinar con una magnificacion de
400X con un microscopio Leitz unido a un analizador de imagenes Osteomeasure (Osteometrics, Atlanta GA). Se
pueden examinar diez campos contiguos de 0,0225 mm? del fémur distal, 150 um proximales la placa de crecimiento,
por animal.

Mediciones de hormona paratiroidea y quimica sérica: Se pueden obtener muestras de sangre alas 2 y 8 semanas
de CKD mediante aspiracién con tubo capilar de la vena safena y con un procedimiento diferente (puncion
intracardiaca) en el momento del sacrificio (12 semanas de CKD) y transferir a tubos heparinizados. Tras la
centrifugacién (a 400X g durante 5 minutos), se puede retirar el plasma, dividir en alicuotas y congelar a -80 °C. Los
niveles de PTH intacta se pueden medir (mediciones solo en el momento del sacrificio debido al volumen de sangre
requerido) mediante ensayo inmunoradiométrico de doble sitio (IRMA) usando un kit disponible en el mercado
(Immutopics, San Clemente, CA). El nitrdgeno ureico en sangre (BUN) y el calcio y fésforo en suero se pueden medir
usando técnicas de anadlisis multicanal estandar.
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Mediciones de FGF23: Se puede adquirir un ensayo ELISA para FGF23 murina de la empresa Kainos.

Mediciones de DKK1 y osteocalcina: Se pueden usar ensayos ELISA comerciales para DKK1 y osteocalcina
infracarboxilada.

Mediciones de OPG y sRANKL: La proporcion de OPG a RANKL se puede determinar en ensayos séricos. Estos
ensayos han mostrado una buena correlacion con el recambio éseo y la resorcion ésea excesiva (véase, p. €j.,
Geusens y col., 2006, Arthritis & Rheumatism 54:1772-17775). Los niveles de sRANKL en el suero se pueden
determinar mediante un radioinmunoensayo (Linco Research, St. Louis MO). Los niveles de OPG en el suero se
pueden medir mediante un método ELISA (OSTEOmedical NL, Marishof, NL). Los coeficientes de variaciéon (CV) intra-
e interensayo son inferiores al 10 % para ambos ensayos segun los fabricantes. El limite de deteccion para sSRANKL
es de 0,08 pmol/l y para OPG es de 0,14 pmol/l.

Mediciones de marcadores de recambio dseo: El P1Np y la osteocalcina séricos se pueden usar como marcadores
de actividad osteoblastica y la forma de fosfatasa acida tartrato-resistente 5b (TRACP 5b) (mouseTRAP, IDS Ltd,
Bolden, UK) se puede usar como marcador de los niveles osteoclasticos.

Mediciones de marcadores de inflamacion: Los ensayos séricos de TNF alfa y proteina C reactiva se pueden usar
para realizar un seguimiento de los niveles de inflamacion y de la respuesta a mActRIIA-Fc.

Andlisis estadistico: Los datos se pueden analizar para determinar su importancia estadistica (P<.05) usando
ANOVA. La comparacion se puede hacer entre animales tratados con vehiculo (grupo de control) y los tratados con
mACctRIIA-Fc. La comparacion también se puede hacer entre ratones operados de forma simulada y ratones CKD
tratados con vehiculo y mActRIIA-Fc. Estos andlisis se pueden realizar con el paquete estadistico SPSS 11.0
(Needham Heights, MA).

(b) Parametros del estudio

Los ratones usados en el estudio se pueden colocar en uno de los ocho grupos, tal y como se muestra a continuacion
en la Tabla 5.

Tabla 5
Grupo | Descripcion del grupo N.2 de animales
A Tipo salvaje 10
B LDLR Rica en grasa/CKD tratados con vehiculo, eut. 22 sem. 10
C LDLR Rica en grasa/CKD tratados con RAP-011, eut. 22 sem. 10
D LDLR Rica en grasa/CKD tratados con vehiculo, eut. 28 sem. 10
E LDLR Rica en grasa/CKD tratados con RAP-011, eut. 28 sem. 10
F LDLR Rica en grasa/operacion simulada, eut. 28 sem. 10
G LDLR Rica en grasa/operacion simulada, eut. 20 sem. 10
H LDLR Rica en grasa/CKD, eut. a las 14 semanas 10

Un grupo de animales (Grupo H de la Tabla 5) se puede sacrificar a las 14 semanas para medir la calcificacion vascular
y la histomorfometria de referencia en el momento de establecer la terapia. Los grupos C y E se pueden usar para
evaluar la eficacia del tratamiento con mActRIIA-Fc en comparacion con los grupos tratados con vehiculo (grupos By
D) a lo largo de periodos variables de CKD. Los grupos F y G son animales de la misma edad alimentados con dieta
rica en grasa y operados de forma simulada que se pueden usar como control para los efectos de la CKD. Los tamarfios
de grupo de 10 animales por grupo tras su aleatorizacion en los grupos de tratamiento pueden ser suficiente para
obtener importancia estadistica.

A las 16-18 semanas, se puede medir la velocidad de filtracion glomerular (GFR) mediante inyeccion de inulina al
raton y medicién de su desaparicién. En la eutanasia, se puede extraer sangre mediante puncién intracardiaca y se
pueden determinar los niveles de DKK1, FGF23, osteocalcina, PTH y calcitriol, junto con los niveles de calcio sérico,
Pi, nitrégeno ureico en sangre (BUN), galactosa y colesterol.

Se pueden analizar las aortas de los animales /dir-/- CKD alimentados con dieta rica en grasa. Se pueden obtener los
niveles de calcio aortico total y las secciones microscépicas con tinciéon de von Kossa. Las aortas se pueden procesar
para obtener ARN para andlisis de la expresidbn génica aodrtica. Las aortas se pueden procesar para
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inmunohistoquimica. A las 22 semanas, en el modelo de CKD descrito anteriormente, la edad de eutanasia para los
grupos B y C, la calcificacion vascular se consolida y la enfermedad 6sea adindmica esta presente a pesar del
hiperparatiroidismo secundario. Entre las 22 y 28 semanas, la calcificacion vascular es progresiva y los efectos de la
presencia de hormona paratiroidea comienzan a aumentar las superficies osteoblasticas.

El estudio descrito en este ejemplo se puede usar para determinar los efectos de la inhibicién de ActRIIA sobre la
calcificacion vascular, las velocidades de remodelacion 6sea y el hiperparatiroidismo observados en sujetos con CKD.
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Tabla 6: Informacion de las secuencias

nucleico que
codifica la proteina
precursora de
ActRIIA humano

SEQ | Descripcion Secuencia

ID

NO:

1 Polipéptido MGAAAKLAFAVFLISCSSGAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVERPC
precursor de | YGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEV
ActRIIA humano YFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPYYNILLYSLVPLMLI

AGIVICAFWVYRHHKMAYPPVLVPTQDPGPPPPSPLLGLKPLQLLEVKAR
GRFGCVWKAQLLNEYVAVKIFPIQDKQSWONEYEVYSLPGMKHENILQFT
GAEKRGTSVDVDLWLITAFHEKGSLSDFLKANVVSWNELCHIAETMARGL
AYLHEDIPGLKDGHKPATISHRDIKSKNVLLKNNLTACIADFGLALKFEAG
KSAGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFQRDAFLRIDMYAMGLVLWELASR
CTAADGPVDEYMLPFEEEIGQHPSLEDMQEVVVHKKKRPVLRDYWQKHAG
MAMLCETIEECWDHDAEARLSAGCVGERITQMORLTNIITTEDIVIVVTM
VINVDFPPKESSL

2 Secuencia de | ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGS
polipéptido ActRIIA | IEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM
humano soluble | EVTQPTSNPVTPKPP
(extracelular)
procesado

3 Secuencia de | ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNOQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGS
polipéptido ActRIIA | IEIVEQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM
humano soluble
(extracelular)
procesado con
delecion de los 15
aminoacidos C-
terminales

4 Secuencia de acido | ATGGGAGCTGCTGCAAAGTTGGCGTTTGCCGTCTTTCTTATCTCCTGTTC

TTCAGGTGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTICTTTA
ATGCTAATTGGGAARAAGACAGAACCAATCARACTGGTGTTGAACCGTGT
TATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATAT
TTCTGGTTCCATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCA
ACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAANAAANAGACAGCCCTGAAGTA
TATTTTTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTGTAATGAARAGTTTTCTTATTT
TCCAGAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCARATCCAGTTACACCTAAGC
CACCCTATTACRACATCCTGCTCTATTCCTTGGTGCCACTTATGTTAATT
GCGGGGATTGTCATTTGTGCATTTTGGGTGTACAGGCATCACAAGATGGC
CTACCCTCCTGTACTTGTTCCAACTCAAGACCCAGGACCACCCCCACCTT

CTCCATTACTAGGGTTGAAACCACTGCAGTTATTAGAAGTGAAAGCAAGG
GGRAGATTTGGTTGTGTCTGGARAGCCCAGTTGCTTAACGAATATGTGGC
TGTCAAAATATTTCCAATACAGGACAAACAGTCATGGCARAATGAATACG
ARGTCTACAGTTTGCCTGGAATGAAGCATGAGAACATATTACAGTTCATT
GGTGCAGARAAACGAGGCACCAGTGTTGATGTGGATCTTTGGCTGATCAC
AGCATTTCATGAAAAGGGTTCACTATCAGACTTTCTTAAGGCTAATGTGG
TCTCTTGGRAATGAACTGTGTCATATTGCAGAARCCATGGCTAGAGGATTG
GCATATTTACATGAGGATATACCTGGCCTAAAAGATGGCCACARACCTGC
CATATCTCACAGGGACATCARAAAGTARAAATGTGCTGTTGAAAARCAACC
TGACAGCTTGCATTGCTGACTTTCGGTTGGCCTTAAAATTTGAGGCTGGC
AAGTCTGCAGGCGATACCCATGGACAGGTTGGTACCCGGAGGTACATGGC
TCCAGAGGTATTAGAGGGTGCTATAAACTTCGRAAAGGGATGCATTTTTGA
GGATAGATATGTATGCCATGGGATTAGTCCTATGGGAACTGGCTTCTCGC
TGTACTGCTGCAGATCGACCTGTAGATGAATACATGTTGCCATTTGAGGA
GGAAATTGGCCAGCATCCATCTCTTGAAGACATGCAGGAAGTTGTTGTGC
ATAAAAAAAAGAGGCCTGTTTTAAGAGATTATTGGCAGARACATGCTGGA
ATGGCAATGCTCTGTGAAACCATTGAAGARTGTTGGGATCACGACGCAGA
AGCCAGGTTATCAGCTGGATGTGTAGGTGAAAGAATTACCCAGATGCAGA
GACTAACARATATTATTACCACAGAGGACATTGTAACAGTGGTCACAATG
GTGACAAATGTTGACTTTCCTCCCAAAGAATCTAGTCTATGA
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5 Secuencia de acido | ATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGTCTTTTCTTTAATGCTAATTG
nucleico que GGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACCGTGTTATGGTGACA
codifica un | AAGATAARACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCC
polipéptido ActRIIA ATTGAAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTATGA
humano  soluble | CAGGACTEATTCTCTAGAAARAARAGACAGCCCTRAACGTATATTTTTETT
(extracelular) GOTCTGAGGCGCAATATCTCTAATGAARAGT TTTCTTATTTTCCAGAGATG

GAAGTCACACAGCCCACTTCARAATCCAGTTACACCTAAGCCACCC

6 un dominio Fc THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCK(A) VSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGPFFLYSKLTVDKSR
WQQOGNVFSCSVMHEALHN (&) HY TQKSLSLSPGK*

7 Dominio ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGS
extracelular de
ActRIIA humano | IEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM
fusionado a un | EVTQPTSNEVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
dominio Fc humano | SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV

SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

8 Secuencia lider de | MKFLVNVALVFMVVYISYIYA
melitina de abeja
melifera (HBML)

9 Secuencia lider de | MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP
activador del
plasminégeno
tisular (TPA)

10 Lider de ActRIIA | MGAAAKLAFAVFLISCSSGA
nativo

11 Secuencia N- | ILGRSETQE
terminal de ActRIIA-
hFcy ActRIIA-mFc

12 Proteina ActRIIA | ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGS
con delecidon de los | IEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM
15 aminoédcidos C- | TGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
terminales del | EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
dominio YKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
extracelular de | VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
ActRIIA QGNVFSCSVMHEALHNHYTOQKSLSLSPGK

13 ActRIIA-hFc sin | MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAATLGRSETQECLFFNANWEKDRTNQT

procesar con
secuencia lider de
TPA

GVEPCYCDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKK
DSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNEVIPKPPTGGGTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKAL
PVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK
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14 Secuencia de acido | ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGC
nucleico que | AGTCTTCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGRAARACTCAGG
codifica ActRIIA- | AGTGTCTTTTTTTAATGCTAATTGGGARAMAGACAGAMCCAATCALANCTG
hFc sin procesar GTGTTGAACCGTGTTATGGTGACARAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCT
con secuencia lider | ACCTGGAAGAATATTTCTGGTTCCATTGAATAGTGARACAAGGTTGTTGG
de TPA CTGGATGATATCAACTGCTATGACAGGACTGATTGTGTAGAAARNDNDNINGA

CAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGCTGTGAGGGCAATATGTCGTAATGARR
AGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCACACAGCCCACTTCARAATCCA
GTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCACACATGCCCACCGETG
CCCAGCACCTGAACTCCTGGGEGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCRAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGETG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGT
GGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACARCAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGALC
TGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCC
AGTCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCCCAGAAC
CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGT
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACARACTACAAGACCACGCCTC
CCOTGCTGGACTCCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE
GTAAATGAGAATTC

15 Secuencia de | ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELV
polipéptido ActRIIB | KKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGP
humano soluble | EVTYEPFP
(extracelular)
procesado con
deleciéon de los 6
aminoacidos N-
terminales del
dominio EC vy
delecion de los 4
aminodacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-

130 de la SEQ ID
NO: 28) y con una
mutacion

L79D

16 Secuencia de | MTAPWVALALLWGSLW PGSGRGEAETRECIYY NANWELERTNQSGLER
proteina precursora CEGEQDKRLHCYASWA NSSGTIELVKKGCWLD DFNCYDROECVATEEN
de ActRIIB humano | PQVYFCCCEGNFCNER FTHLPEAGGPEVTYEP PPTAPTLLTVLAYSLL
(A64) PIGGLSLIVLLAFWMY RHRKPPYGHVDIHEDP GPPPPSPLVGLKPLQL

LEIKARGRFGCVWKAQ LMNDEVAVEKIFPLODK QSWQSEREIFSTPGMK
HENLLOFIAAEKRGSN LEVELWLITAFHDKGS LTDYLKGNIITWNELC
HVAETMSRGLSYLHED VPWCRGEGHKPSTIAHR DFKSKNVLLKSDLTAV
LADFGLAVRFEPGKPP GDTHGQVGTRREYMAPE VLEGAINFQRDAFLRI
DMYAMGLVLWELVSRC KAADGPVDEYMLPFEE EIGQHPSLEELQEVVV
HKKMRPTIKDHWLKHP GLAQLCVTIEECWDHD AEARLSAGCVEERVSL
IRRSVNGTTSDCLVSL VTSVTNVDLPPKESSI

17 Secuencia de | SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG

polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  19-
134 de la SEQ ID
NO: 16)

TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE

AGGPEVTYEPPPTAPT
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18

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado con
deleciéon de los 15
aminodacidos C-
terminales
(aminoacidos  19-
119 de la SEQ ID
NO: 16)

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDFNCYDROQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE A

19

Secuencia de &cido

nucleico que
codifica una
proteina precursora
de ActRIIB (A64)
humano

ATGACGGCGCCCTGGGTGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCGCTGTGGCC
CGGCTCTGGGCETGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACARCG
CCAACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGCGAA
GGCGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCARCAGCTC
TGGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTTCAACT
GCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAGGTGTAC
TTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTCATTTGCC

AGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGACAGCCCCCA
CCCTGCTCACGGTGCTGGCCTACTCACTGCTGCCCATCGGGEGCCTTTCC
CTCATCGTCCTGCTGGCCTTTTGGATGTACCGGCATCGCAAGCCCCCCTA
CGGTCATGTGGACATCCATGAGGACCCTGGGCCTCCACCACCATCCCCTC
TGGTGGGCCTGAAGCCACTGCAGCTGCTGGAGATCAAGGCTCGGGGGLGT
TTTGCGCTGTGTCTGGAAGGCCCAGCTCATGAATGACTTTGTAGCTGTCAR
GATCTTCCCACTCCAGGACAAGCAGTCGTGGCAGAGTGAACGGGAGATCT
TCAGCACACCTGGCATGAAGCACCAGAACCTGCTACAGTTCATTGCTGCC
GAGAAGCGAGGCTCCAACCTCGAAGTAGAGCTGTGGCTCATCACGGCCTT
CCATGACAAGGGCTCCCTCACGGATTACCTCAAGGGGAACATCATCACAT
GGAACGAACTGTGTCATGTAGCACGAGACGATGTCACGAGGCCTCTCATAC
CTGCATGAGGATGTGCCCTGGTGCCGTGGCGAGGGCCACAAGCCGTCTAT
TGCCCACAGGGACTTTAAAAGTAAGAATGTATTGCTGAAGAGCGACCTCA
CAGCCGTGCTGGCTGACTTTGGCTTGGCTGTTCGATTTGAGCCAGGGAAA
CCTCCAGGGGACACCCACGGACAGGTAGGCACGAGALCGGTACATGGCTCC
TGAGGTGCTCGAGGGAGCCATCAACTTCCAGAGAGATGCCTTCCTGCGCA
TTGACATGTATGCCATGGGGTTGCTGCTGTGGGAGCTTGTGTCTCGCTGC
AAGGCTGCAGACGGACCCGTGGATGAGTACATGCTGCCCTTTGAGGAAGA
GATTGGCCAGCACCCTTCGTTGGAGGAGCTGCAGGAGGTGGTGGTGCACA
AGAAGATGAGGCCCACCATTAAAGATCACTGGTTGAAACACCCGGGCLCTEG
GCCCAGCTTTGTGTGACCATCGAGGAGTGCTGGGACCATGATGCAGAGGC
TCGCTTGTCCGCGGGCTGTGTGGAGGAGCGGGTGTCCCTGATTCGGAGGT
CGGTCAACGGCACTACCTCGGACTGTCTCGTTTCCCTGGTGACCTCTGTC
ACCAATGTGGACCTGCCCCCTAAAGAGTCAAGCATCTAA

20

Proteina de fusién
que comprende un
dominio

extracelular soluble

de ActRIIB (A64;
SEQ ID NO: 17)
fusionado a un
dominio Fc

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEXKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

21

Proteina de fusién
que comprende un
dominio
extracelular soluble
de

SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
AGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH

ActRIIB (A64) con
delecion de los 15
aminoacidos C-
terminales (SEQ ID
NO: 18) fusionado a
un dominio Fc

EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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22

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado con
delecion de los 6
aminodacidos N-
terminales del
dominio EC vy
delecion de los 5
aminoacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-
129 de la SEQ ID
NO: 28) y con una
mutacién L79D

ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELV
KKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGP
EVTYEPP

23

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado con
deleciéon de los 6
aminodacidos N-
terminales del
dominio EC vy
delecion de los 3
aminoacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-
131 de la SEQ ID
NO: 28) y con una
mutacién L79D

ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELV
KKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGP
EVTYEPPPT

24

Proteina de fusién
ActRIIB-Fc sin
procesar con
delecién de los

MDAMKRGLCCVLLLCGAVEFVSPGAAETRECIYYNANWELERTNQSGLERC
EGEQDKRLHCYASWRNSSGT IELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQV

6 aminoacidos N-
terminales del
dominio EC vy
delecion de los 3
aminoacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-
131 de la SEQ ID
NO: 28), con una
mutacion L79D vy
con secuencia lider
de TPA

YFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK*

25

Proteina de fusién
ActRIIB-Fc

procesada con
deleciéon de los 6
aminodacidos N-
terminales del
dominio EC vy
delecion de los 3
aminoacidos C-
terminales del
dominio EC

ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPOQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEV
TYEPPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*
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(aminoacidos  25-
131 de la SEQ ID
NO: 28) y con una
mutacién L79D

26 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPT
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-

134 de la SEQ ID
NO: 16)

27 Secuencia de | GRGEAETRECTIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE A
humano soluble
(extracelular)
procesado con
delecion de los 15
aminoacidos C-
terminales
(aminoacidos  20-

119 de la SEQ ID
NO: 16)

28 Secuencia de | MTAPWVALALLWGSLW PGSGRGEAETRECIYY NANWELERTNQSGLER
proteina precursora | CEGEQDKRLHCYASWR NSSGTIELVKKGCWLD DFNCYDRQECVATEEN
de ActRIIB humano | PQVYFCCCEGNFCNER FTHLPEAGGPEVTYEP PPTAPTLLTVLAYSLL
(R64) PIGGLSLIVLLAFWMY RHRKPPYGHVDIHEDPE GPPPPSPLVGLKPLQL

LEIKARGRFGCVWKAQ LMNDEVAVEKIFPLODK QSWQSEREIFSTPGMK
HENLLQFIAAEKRGSN LEVELWLITAFHDKGS LTDYLKGNIITWNELC
HVAETMSRGLSYLHED VPWCRGEGHKPSIAHR DFKSKNVLLKSDLTAV
LADFGLAVRFEPGKPP GDTHGQVGTRRYMAPE VLEGAINFQRDAFLRI
DMYAMGLVLWELVSRC KAADGPVDEYMLPFEE EIGQHPSLEELQEVVV
HKKMRPTIKDHWLKHP GLAQLCVTIEECWDHD AEARLSAGCVEERVSL
IRRSVNGTTSDCLVSL VTSVTNVDLPPKESST

29 Secuencia de | SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPT
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  19-

134 de la SEQ ID
NO: 28)

30 Secuencia de | SGRGEAETRECIYYNANWELERTNOSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE A
humano soluble
(extracelular)
procesado con
delecion de los 15
aminoacidos C-
terminales
(aminoacidos  19-

119 de la SEQ ID
NO: 28)
31 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG

polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-
134 de la SEQ ID

TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE

AGGPEVTYEPPPTAPT
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NO: 28)

32 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE A
humano soluble
(extracelular)
procesado
con delecién de los
15 aminoécidos C-
terminales
(aminoacidos  20-

119 de la SEQ ID
NO: 28)

33 Secuencia de | ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELV
polipéptido ActRIIB KKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGP
humano soluble | EVTYEPPPT
(extracelular)
procesado con
delecion de los 6
aminoacidos N-
terminales del
dominio EC vy
deleciéon de los 3
aminodacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-

131 de la SEQ ID
NO: 16) y con una
mutacién L79D

34 Proteina de fusion | MDAMKRGLCCVLLLCGAVEFVSPGAAETRECIYYNANWELERTNQSGLERC
ActRIIB-Fc sin | EGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQV
procesar con | YFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
delecién de los 6 | PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
aminoacidos N- | KTKPREEQYNSTYRVVSEVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
terminales del | KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
dominio EC y | ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWOQQGNVFSCSVMOEALHNHYT
delecion de los 3 | QKSLSLSPGK*
aminodcidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-

131 de la SEQ ID
NO: 16), con una
mutacién L79D vy
con secuencia lider
de TPA
35 Proteina de fusion | ETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVK

ActRIIB-Fc
procesada con
delecion de los 6
aminoacidos N-
terminales del
dominio EC

KGCWDDDFNCYDROQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEV
TYEPPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICY
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD

y delecién de los 3
aminodacidos C-
terminales del
dominio EC
(aminoacidos  25-
131 de la SEQ ID
NO: 16) y con una

WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNO
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*
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mutacién L79D

36 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPT
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-

134 de la SEQ ID
NO: 28) con
mutacién L79D

37 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPT
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-

134 de la SEQ ID
NO: 16) con
mutacién L79D

38 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTELPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
(extracelular) PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
procesado KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSENKALPAPTIEKTIS
(amino&cidos  20- | KAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOP
134 de la SEQ ID | ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT
NO: 28) con | QKSLSLSPGK*
mutacion L79D
fusionado a un
dominio Fc con un
conector GGG

39 Secuencia de | GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
polipéptido ActRIIB | TIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
humano soluble | AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
(extracelular) PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
proqesa}dp KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
(aminoacidos ~ 20- | KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
134 de la SEQ ID
NO: 16) con
mutacién L79D
fusionado a un | ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVFSCSVMHEALHNHYT
dominio Fc QKSLSLSPGK*

40 Secuencia de | MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSG

polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-
134 de la SEQ ID
NO: 28) con
mutacion L79D
fusionado a un
dominio Fc y con
secuencia lider de
TPA

LERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
TIELVKKGCWDDDFNCYDROQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK*

54




ES 2 884 095 T3

41

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado
(aminoacidos  20-
134 de la SEQ ID
NO: 16) con
mutacion L79D
fusionado a un
dominio Fc y con
secuencia lider de
TPA

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSG
LERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QOKSLSLSPGK*

42

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado que
tiene una variante
de la secuencia C-
terminal (desvelado
en el documento
WO2007/053775)

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGT
IELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA
GGPEGPWASTTIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE

43

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado que
tiene una variante
de la secuencia C-
terminal (desvelado
en el documento

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGT
IELVEKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA
GGPEGPWASTTIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE

WO02007/053775)
que tiene una
mutacion L79D

44

Secuencia de
polipéptido ActRIIB
humano soluble
(extracelular)
procesado que
tiene una variante
de la secuencia C-
terminal (desvelado
en el documento
WO2007/053775)
que tiene una
mutacion L79D
fusionado a un
dominio Fc con un
conector TGGG

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGT
IELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA
GGPEGPWASTTIPSGGPEATAAAGDOGSGALWLCLEGPAHE
TGGGTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSDPGK*
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45 Secuencia de acido | ATGGATGCAA TGAAGAGAGG GCTCTGCTGT GTGCTGCTGC
nucleico que | TGTGTGGAGC AGTCTTCGTT TCGCCCGGCG CCGCCGARAC
codifica la SEQ ID | CCGCGAATGT ATTTATTACA ATGCTAATTG GGAACTCGARARA
NO: 24 CGGACGAACC AATCCGGGCT CGAACGGTGT GAGGGGGAACL
AGGATALAACG CCTCCATTGC TATGCGTCGT GGAGGAACTC
CTCCGGGACG ATTGRAACTGG TCAAGAAAGG GTGCTGGGAC
GACGATTTCA ATTGTTATGA CCGCCAGGAA TGTGTCGCGA
CCGARGAGAR TCCGCAGGTC TATTTCTGTT GTTGCGAGGG
GAATTTCTGT AATGAACGGT TTACCCACCT CCCCGAAGCC
GGCGGGCCCE AGGTGACCTA TCAACCCCCG CCCACCGGTG
GTGGAACTCA CACATGCCCA CCGTGCCCAG CACCTGAACT
CCTGGGGGGA CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC CCCARAACCC
AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT
GCGTGGTGGT GGACGTGAGC CACGARAGACC CTGAGGTCAA
GTTCAACTGG TACGTGGACG GCGTGGAGGT GCATAATGCC
AAGACAARGC CGCGGGAGGA GCAGTACAAC AGCACGTACC
GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC AGGACTGGCT
GAATGGCAAG GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACAAAGCC
CTCCCAGCCC CCATCGAGAR AACCATCTCC ARAGCCRARG
GGCAGCCCCG AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC
CCGGGRAGGAG ATGACCAAGA ACCAGGTCAG CCTGACCTGC
CTGGTCAAAG GCTTCTATCC CAGCGACATC GCCGTGGAGT
GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC
GCCTCCCGTG CTGGACTCCG ACGGUTCCTT CTTCCTCTAT
AGCAAGCTCA CCGTGGACAA GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA
ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG ATGCATGAGGE CTCTGCACAR
CCACTACACG CAGAAGAGCC TCTCCCTGTC CCCGGGTAAA TGA
46 Proteina de fusiéon | SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
que comprende un | TIELVKKGCWLDDFNCYDROECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
dominio AGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
extracelular soluble | SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
de ActRIIB (R64; | SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEXTISKAKGQPREPQVYTLDPP
SEQ ID NO: 29) | SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
fusionado a un | FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
dominio Fc
47 Proteina de fusiéon | SGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
que comprende un | TIELVKKGCWLDDFNCYDROQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPE
dominio AGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
extracelular soluble | EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
de ActRIIB (R64) | YKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
con delecién de los | VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFPLYSKLTVDKSRWQ
15 aminoéacidos C- | QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
terminales (SEQ ID
NO: 30) fusionado a
un dominio Fc
48 Proteina precursora | MVLAAPLLLGFLLLALELRPRGEAREGPARAAAAAAARAARAAGVGGERSSRPAP
GDF11 sin procesar SVAPEPDGCPVCVWROHSRELRLESTKSQILSKLRLKEAPNISREVVKQLLPK
en su longitud total, | APPLQQILDLHDFQCDALQPEDFLEEDEYHATTETVISMAQETDPAVQTDGSP
es decir, LCCHFHFSPEKVMFTKVLKAQLWVYLRPVPRPATVYLQILRLKPLTGEGTAGGG
preproteina GDF11 GGGRRHIRIRSLKIELHSRSGHWQSIDFKOVLHSWFRQPOSNWGIEINAFDPS
GTDLAVTSLGPGAEGLHPFMELRVLENTKRSRRNLGLDCDEHSSESRCCRYPL
TVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGQCEYMFMOKYPHTHLVQQANPRGSAGPC
CTPTKMSPTNMLYFNDKOQTIYCKT PGMVVDRCGCS
49 Secuencia de acido | ATGGTGCTCGCGGCCCCGCTGCTGCTGGGCTTCCTGCTCCTCGCCCTG

nucleico que
codifica la SEQ ID
NO: 48

GAGCTGCGGCCCCGGEEEGAGGCEECCGAGGGCLCCGCGECEECEGELE
GCGGCGGCGEGCGEGCEECEECAGCGEGLGEEEETCGEEEGEGAGCGLCTCC
AGCCGGCCAGCCCCGTCCGTGGCGCCCGAGCCGGACGGCTGCCCCGTG
TGCGTTTGGCGGCAGCACAGCCGCGAGCTGCGCCTAGAGAGCAT CAAG
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TCGCAGATCTTGAGCAAACTGCGGCTCAAGGAGGCGCCCAACATCAGC
CGCGAGGTGGETGAAGCAGCTGCTGCCCAAGGCGCCGCCGCTGCAGCAG
ATCCTGGACCTACACGACTTCCAGGGCGACGCGCTGCAGCCCGAGGALC
TTCCTGGAGGAGGACGAGTACCACGCCACCACCGAGACCGTCATTAGC
ATGGCCCAGGAGACGGACCCAGCAGTACAGACAGATGGCAGCCCTCTC
TGCTGCCATTTTCACTTCAGCCCCAAGGTGATGTTCACAAAGGTACTG
AAGGCCCAGCTGTGGGTGTACCTACGGCCTGTACCCCGCCCAGCCACA
GTCTACCTGCAGATCTTGCGACTARAAACCCCTAACTGGGGAAGGGACC
GCAGGGGGAGGGGGCGGAGGCCGGCGTCACATCCGTATCCGCTCACTG
AAGATTGAGCTGCACTCACGCTCAGGCCATTGGCAGAGCATCGACTTC
AAGCAAGTGCTACACAGCTGGTTCCGCCAGCCACAGAGCAACTGGGGC
ATCGAGATCAACGCCTTTGATCCCAGTGGCACAGACCTGGCTGTCACC
TCCCTGGGGCCGGCAGCCGAGGGGCTGCATCCATTCATGGAGCTTCGA
GTCCTAGAGAACACAAAACGTTCCCGGCGGAACCTGGETCTGGACTGC
GACGAGCACTCAAGCGAGTCCCGCTGCTGCCGATATCCCCTCACAGTG
GACTTTGAGGCTTTCGGCTCGGACTGGATCATCGCACCTAAGIGCTAC
AAGGCCAACTACTGCTCCGGCCAGTGCGAGTACATGTTCATGCARARR
TATCCGCATACCCATTTGGTGCAGCAGGCCAATCCAAGAGGCTCTGCT
GGGCCCTGTTGTACCCCCACCAAGATGTCCCCAATCARCATGCTCTAC
TTCAATGACAAGCAGCAGATTATCTACGGCAAGATCCCTGGCATGGTG
GTGGATCGCTGTGGCTGCTCT

50

Propéptido GDF11
de proteina GDF11
humana

AEGPAAARAAAAAAMDAAGVGGERSSRPAPSVAPEPDGCPVCVWRQHSR
ELRLESIKSQILSKLRLKEAPNISREVVKQLLPKAPPLQQOILDLHDFQ
GDALQPEDFLEEDEYHATTETVISMAQETDPAVQTDGSPLCCHFHESP
KVMFTKVLKAQLWVYLRPVPRPATVYLQILRLKPLTGEGTAGGGGGGR
REHIRIRSLKIELHSRSGHWQSIDFKQVLHSWFROPQSNWGIEINAFDP
SGTDLAVTSLGPGAEGLHPFMELRVLENTKRSRR

51

Secuencia de acido
nucleico que
codifica la SEQ ID
NO: 50

GCCGAGGGCCCCGCGGCGGCGEECGECEGECEGLGGCGECGGCGGCAGCG
GCGGGEGTCGAGEEEEAGCGCTCCAGCCCGCCAGCCCCGTCCETGGLG
CCCGAGCCGGACGGCTGCCCCETETGCETTTGGCGGCAGCACAGCCGL
GAGCTGCGCCTAGAGAGCATCAAGTCGCAGATCTTGAGCAAACTGCGG
CTCAAGGAGGCGCCCAACATCAGCCGCGAGGTGGTGAAGCAGCTGCTG
CCCAAGGCGCCGCCGCTGCAGCAGATCCTGGACCTACACGACTTCCAG
GGCGACGCGCTGCAGCCCGAGGACTTCCTGGAGGAGGACGAGTACCAC

GCCACCACCGAGACCGTCATTAGCATGGCCCAGGAGACGGACCCAGCA
GTACAGACAGATGGCAGCCCTCTCTGCTGCCATTTTCACTTCAGCCCC
AAGGTGATGTTCACARAGGTACTCGAAGGCCCAGCTGTGGGTGTACCTA
CGGCCTGTACCCCGCCCAGCCACAGTCTACCTGCAGATCTTGCGACTA
AARCCCCTAACTGGGGAAGGGACCGCAGGGEGAGGGGGCGGAGGLCCGG
CGTCACATCCGTATCCGCTCACTGAAGATTGAGCTGCACTCACGCTCA
GGCCATTGGCAGAGCATCGACTTCAAGCAAGTGCTACACAGCTGGTTC
CGCCAGCCACAGAGCAACTGGGGCATCGAGATCAACGCCTTTGATCCC
AGTGGCACAGACCTGGCTGTCACCTCCCTGGGGCCGEGAGCCGAGGGE
CTGCATCCATTCATGGAGCTTCGAGTCCTAGAGAACACAARACGTTCC
CGGCGG

52

Proteina GDF11
humana madura

NLGLDCDEHSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI TAPKRYKANYCSGQCE
YMFMOQKYPHTHLVQOANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNDKQQITIYG
KIPGMVVDRCGCS

53

Secuencia de &cido
nucleico que
codifica la SEQ ID
NO: 52

AACCTGGGTCTGGACTGCGACGAGCACTCAAGCGAGTCCCGCTGCTGC
CGATATCCCCTCACAGTGGACTTTGAGGCTTTCGGCTGGGACTGGATC
ATCGCACCTAAGCGCTACARAGGCCAACTACTGCTCCGGCCAGTGCGAG
TACATGTTCATGCAAARATATCCGCATACCCATTTGGTGCAGCAGGLC
AATCCAAGAGGCTCTGCTGGGCCCTGTTGTACCCCCACCAAGATGETCC
CCAATCAACATGCTCTACTTCAATGACAAGCAGCAGATTATCTACGGC
AAGATCCCTGGCATGGTGGTGGAT CGCTGTGGCTGCTCT

54

Dominio
extracelular de
ActRIIA murino
fusionado a un
dominio Fc murino
(«mACctRIIA-Fc»)

Equivalente murino de la SEQ ID NO: 7. Comprende IgG2a murina fusionada al
dominio extracelular de ActRIIA.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Celgene Corporation, Washington University

<120> ANTAGONISTAS DE ACTIVINA-ACTRII Y USOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS OSEOS Y

OTROS TRASTORNOS

<130> 103811PCEPT1

<140> 17190589.6
<141>2013-11-01

<150> 61/721,898
<151>2012-11-02

<150> 61/740,665
<151>2012-12-21

<160> 53

<170> FastSEQ para Windows versién 4.0

<210> 1

<211> 513

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido precursor de ActRIIA humano

<400> 1

Met
1
Ser
Phe
Pro
Lys

65

Asp
Ser
Lys
Pro
val
145
Tyr
Asp
Gln

Ala

Asp
225

Gly
Ser
Asn
Cys
50

Asn
Asp
Pro
Phe
val
130
Pro
Arg
Pro
Leu
Gln

210
Lys

Ala
Gly
Ala
Tyr
Ile
Ile
Glu
Ser
115
Thr
Leu
His
Gly
Leu
195

Leu

Gln

Ala
Ala
Asn
Gly
Ser
Asn
Val
100
Tyr
Pro
Met
His
Pro
180
Glu

Leu

Ser

Ala
Ile
Trp
Asp
Gly
Cys
85

Tyr
Phe
Lys
Leu
Lys
165
Pro
Val

Asn

Trp

Lys
Leu
Glu
Lys
Ser
70

Tyr
Phe
Pro
Pro
Ile
150
Met
Pro
Lys
Glu

Gln
230

Leu
Gly
Lys
Asp
55

Ile
Asp
Cys
Glu
Pro
135
Ala
Ala
Pro
Ala
Tyr

215
Asn

Ala
Arg
Asp
Lys
Glu
Arg
Cys
Met
120
Tyr
Gly
Tyr
Ser
Arg
200

Val

Glu

Phe
Ser
Arg
Arg
Ile
Thr
Cys
105
Glu
Tyr
Ile
Pro
Pro
185
Gly

Ala

Tyr

Ala
10

Glu
Thr
Arg
Val
Asp
90

Glu
Val
Asn
val
Pro
170
Leu
Arg

val

Glu

Val
Thr
Asn
His
Lys
75

Cys
Gly
Thr
Ile
Ile
155
Val
Leu
Phe
Lys

val
238

Phe
Gln
Gln
Cys
60

Gln
val
Agn
Gln
Leu
140
Cys
Leu
Gly
Gly
Ile

220
Tyr

58

Leu
Glu
Thr
Phe
Gly
Glu
Met
Pro
125
Leu
Ala
Val
Leu
Cys
205

Phe

Ser

Ile
Cys
30

Gly
Ala
Cys
Lys
Cys
110
Thr
Tyr
Phe
Pro
Lys
130
Val

Pro

Leu

Ser
15

Leu
Val
Thr
Trp
Lys
95

Asn
Ser
Ser
Trp
Thr
175
Pro
Trp

Ile

Pro

Cys
Phe
Glu
Trp
Leu
80

Asp
Glu
Agn
Leu
val
160
Gln
Leu
Lys
Gln

Gly
240
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Met Lys His Glu Asn Ile Leu Gln Phe Ile Gly Ala Glu Lys Arg Gly
245 250 255
Thr Ser Val Asp Val Asp Leu Trp Leu Ile Thr Ala Phe His Glu Lys
260 265 270
Gly Ser Leu Ser Asp Phe Leu Lys Ala Asn Val Val Ser Trp &Asn Glu
275 280 285
Leu Cys His Ile Ala Glu Thr Met Ala Arg Gly Leu Ala Tyr Leu His
290 295 300
Glu Asp Ile Pro Gly Leu Lys Asp Gly His Lys Pro Ala Ile Ser His
305 310 315 320
Arg Asp Tle Lys Ser Lys Asn Val Leu Leu Lys Asn Asn Leu Thr Ala
325 330 335
Cys Ile Ala Asp Phe Gly Leu Ala Leu Lys Phe Glu Ala Gly Lys Ser
340 345 350
Ala Gly Asp Thr His Gly Gln Val Gly Thr Arg Arg Tyr Met Ala Pro
355 360 365
Glu val Leu Glu Gly Ala Ile Asn Phe Gln Arg Asp Ala Phe Leu Arg
370 375 380
Ile Asp Met Tyr Ala Met Gly Leu Val Leu Trp Glu Leu Ala Ser Arg
385 390 395 400
Cys Thr Ala Ala Asp Gly Pro Val Asp Glu Tyr Met Leu Pro Phe Glu
405 410 415
Glu Glu Ile Gly Gln His Pro Ser Leu Glu Asp Met Gln Glu val val
420 425 430
Val His Lys Lys Lys Arg Prc Val Leu Arg Asp Tyr Trp Gln Lys His
435 440 445
Ala Gly Met Ala Met Leu Cys Glu Thr Tle Glu Glu Cys Trp Asp His
450 455 460
Asp Ala Glu Ala Arg Leu Ser Ala Gly Cys Val Gly Glu Arg Ile Thr
465 470 475 480
Gln Met Gln Arg Leu Thr Asn Ile TIle Thr Thr Glu Asp Ile Val Thr
485 499 495
Val Val Thr Met Val Thr Asn Val Asp Phe Pro Pro Lys Glu Ser Ser
500 505 510
Leu

<210> 2

<211> 115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido ActRIIA humano soluble (extracelular) procesado

<400> 2

Ile Leu Gly Arg Ser Glu Thr Gln Glu Cys Leu Phe Phe Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Lys Asp Arg Thr Asn Gln Thr Gly Val Glu Pro Cys Tyr Gly
20 25 30
Asp Lys Asp Lys Arg Arg His Cys Phe Ala Thr Trp Lys Asn Ile Ser

Gly Ser Ile Glu Ile Val Lys Gln Gly Cys Trp Leu Asp Asp Ile Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Thr Asp Cys Val Glu Lys Lys Asp Ser Pro Glu Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys Asn Glu Lys Phe Ser Tyr
85 S0 95
Phe Pro Glu Met Glu Val Thr Gln Pr¢ Thr Ser Asn Pro Val Thr Pro
100 105 110

Lys Pro Pro

115

<210> 3

<211>100

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polipéptido ActRIIA humano soluble (extracelular) procesado con delecion de los 15 aminoacidos

59
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C-terminales

<400> 3

Ile Leu
1
Trp Glu
Asp Lys

35
Gly Ser
50
Cys Tyr
65
Tyr Phe

Phe Pro

<210> 4
<211> 1542
<212> ADN

Gly
Lys
Asp
Ile
Asp
Cys

Glu

Arg Ser

5
Asp
20
Lys

Glu Ile

Arg Thr
Cys Cys
85

Met
100

<213> Homo sapiens

<220>

Glu Thr Gln
Arg Thr Asn Gln

Arg Arg His Cys

40

Val Lys Gln

55

Asp Cys Val
70
Glu Gly Asn

<223> Precursor de ActRIIA humano

<400> 4

atgggagctg
atacttggta
agaaccaatc
tttgctacct
gatgatatca
tatttttgtt
gaagtcacac
ctectatteet
tacaggcatce
cccccacctt
ggaagatttyg
tttccaatac
atgaagcatg
gtggatcttt
gctaatgtgg
geatatttac
agggacatca
tttgggttgg
ggtacccgga
gcoatttttga
tgtactgetyg
cagcatecat
ttaagagatt
tgttgggate
cagatgcaga
gtgacaaatg

<210>5
<211> 345
<212> ADN

ctgcaaagtt
gatcagaaac
aaactggtgt
ggaagaatat
actgctatga
gcetgtgaggg
agcccactte
tggtgccact
acaagatgge
ctccattact
gttgtgtctg
aggacaaaca
agaacatatt
ggctgatcac
tctettggaa
atgaggatat
aaagtaaaaa
ccttaaaatt
ggtacatgge
ggatagatat
cagatggacce
ctettgaaga
attggcagaa
acgacgcaga
gactaacaaa
ttgactttee

<213> Homo sapiens

<220>

ggcgtttgee
tcaggagtgt
tgaaccgtgt
ttctggttce
caggactgat
caatatgtgt
aaatccagtt
tatgttaatt
ctacecctecet
agggttgaaa
gaaagcccag
gtecatggeaa
acagttcatt
agcatttcat
tgaactgtgt
acctggacta
tgtgctgttg
tgaggetgge
tccagaggta
gtatgecatg
tgtagatgaa
catgcaggaa
acatgectgga
agccaggtta
tattattace
tcccaaagaa

Glu

Phe
Gly
Glu

Met

ES 2 884 095 T3

Cys Leu
10
Thr Gly

25

Val

Ala Thr

Cys Trp

Llys Lys
75
Cys Asn
90

gtctttetta
cttttcttta
tatggtgaca
attgaaatag
tgtgtagaaa
aatgaaaagt
acacctaage
gceggggattg
gtacttgtte
ccactgcagt
ttgcttaacg
aatgaatacyg
ggtgcagaaa
gaaaagggtt
catattgecag
aaagatggcee
aaaaacaace
aagtctgecag
ttagagggtg
ggattagtoce
tacatgttge
gttgttgtge
atggcaatge
tcagetggat
acagaggaca
tctagtetat

<223> Polipéptido ActRIIA humano soluble (extracelular)

<400> 5

Phe FPhe

Glu Pro
30
Lys
45
Asp

Trp

Leu
60
Asp Ser

Glu Lys

tctecetgtte
atgctaattg
aagataaacg
tgaaacaagg
aAaaaagacag
tttettattt
caccctatta
tcatttgtge
caactcaaga
tattagaagt
aatatgtggc
aagtctacag
aacgaggcac
cactatcaga
aaaccatgge
acaaacctge
tgacagettg
gegataccca
ctataaactt
tatgggaact
catttgagga
ataaaaaaaa
tctgtgaaac
gtgtaggtga
ttgtaacagt
ga

60

Asn
Cys
Asn
Asp
Pro

Phe

Ala
15
Tyr

Asn
Gly

Ile Ser

Ile Asn

Glu val
80
Ser Tyr
95

ttcaggtgct
ggaaaaagac
gcggecattgt
ttgttggetg
ccctgaagta
tccagagatg
caacatccetg
attttgggtg
cccaggacca
gaaagcaagg
tgtcaaaata
tttgoctgga
cagtgttgat
ctttottaag
tagaggattg
catatctcac
cattgctgac
tggacaggtt
cgaaagggat
ggcttetege
ggaaattgge
gaggeetgtt
cattgaagaa
aagaattacc
ggtcacaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542
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atacttggta
agaaccaatc
tttgctacct
gatgatatca
tatttttgtt
gaagtcacac

<210>6
<211> 225
<212> PRT

gatcagaaac
aaactggtgt
ggaagaatat
actgctatga
gctgtgaggg
agcccactte

<213> Secuencia artificial

<220>

tcaggagtgt
tgaaccgtgt
ttetggttee
caggactgat
caatatgtgt
aaatccagtt

ES 2 884 095 T3

cttttettta
tatggtgaca
attgaaatag
tgtgtagaaa
aatgaaaagt
acacctaage

<223> Constructo sintético - un dominio Fc

<220>

<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)
<223> Asp o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (100)..(100)
<223> Lys o Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (212)..(212)
<223> Asn o Ala

<400> 6

Thr
1
Ser

His
Val
Arg Thr

35
Glu

50
Lys

Pro

Ala
65
Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Thr
Phe
Pro
val
Thr
vVal
Cys

Ser

Cyg Pro

Leu Phe
20
Glu Vval

Lys Phe

Lys Pro

Pro
Pro
Thr
Asn

Arg

Cys Pro

Pro Lys
Val
40

Tyr

Cys
Trp

Glu Glu

70

Thr
85
Vval

Leu

Xaa
100

Lys Ala

115

Pro
130
Leu

Leu

Cys
145

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Pro
val

Gly

Asp

Trp

Ser Arg

Lys Gly

val
Ser
Lys
Glu

Phe

Leu His

Asn Lys
Gln
120
Met

Gly

Glu
135

Tyr Pro

150

Gln Pro
165
Gly Pro
180

Gln Gln

195

Ala Leu
210
Lys
225

<210>7
<211> 344
<212> PRT

His

Xaa His

<213> Secuencia artificial

Glu

Phe
Gly

Tyr

Asn Asn

Phe Leu
Val
200
Gln

Asn

Thr
215

Ala Pro Glu
10

Pro Lys

25

val

Asp

val Xaa

Val Asp Gly

Gln Asn
75

Trp

Tyr
Gln Asp
90
Ala Leu
105

Pro

Pro

Arg Glu

Thr Lys Asn
Ile
155

Thr

Ser Asp

Tyr Lys
170
Tyr Ser
185
Phe

Lys

Ser Cys

Lys Ser Leu

atgctaattg ggaaaaagac
aagataaacg gcggcattgt
tgaaacaagg ttgttggetg
aaaaagacag ccctgaagta
tttettattt tecagagatg

caccc

Leu
Thr
val
val
60

Ser
Leu
val
Pro
Gln
140

Ala

Thr

Leu
Ser

Ser
220

61

Leu
Leu
Ser
45

Glu
Thr
Lsn
Pro
Gln
125
val

Val

Pro

Thr

Val
205
Leu

Gly
Met
30

His
val
Tyr
Gly
Ile
110
val
Ser

Glu

Pro
val
190

Met

Ser

Gly
15

Ile
Glu
His
Arg
Lys
95

Glu
Tyr
Leu
Trp

Val

175
Asp

Hisg

Pro

Pro
Ser
Asp
Asn
Val
80

Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
160
Leu
Lys
Glu

Gly

60

120
180
240
300
345
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<220>
<223> Constructo sintético: domino extracelular de ActRIIA humano fusionado a un dominio Fc humano

<400>7

Ile Leu Gly Arg Ser Glu Thr Gln Glu Cys Leu Phe Phe Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Lys Asp Arg Thr Asn Gln Thr Gly Val Glu Pro Cys Tyr Gly
20 25 30
Asp Lys Asp Lys Arg Arg His Cys Phe Ala Thr Trp Lys Asn Ile Ser
35 40 45
Gly Ser Ile Glu Ile Val Lys Gln Gly Cys Trp Leu Asp Asp Ile Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Thr Asp Cys Val Glu Lys Lys Asp Ser Pro Glu Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Met Cys Asn Glu Lys Phe Ser Tyr
85 90 95
Phe Pro Glu Met Glu Val Thr Gln Pro Thr Ser Asn Pro Val Thr Pro
100 105 110
Lys Pro 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 Pre Lys Pro
130 135 140
Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
145 150 155 160
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
165 170 175
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
180 185 190
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
195 200 205
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
219 215 220
Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
225 230 235 240
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
245 250 255
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
260 265 270
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
275 280 285
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
290 295 300
Ser Lys lLeu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
305 310 315 320
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
325 330 335

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

340
<210>8
<211> 21
<212> PRT
<213> Apis mellifera
<220>
<223> Secuencia lider de melitina de abeja melifera
<400> 8
Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Tyr Ile
1 5 10 15
Ser Tyr Ile Tyr Ala
20
<210>9
<211> 22
<212> PRT

<213> Desconocida
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<220>
<223> Secuencia lider de activador del plasmindgeno tisular (TPA)

<400>9

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15
Ala Val Phe Val Ser Pro
20

<210> 10
<211>20

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>
<223> Lider de ActRIIA nativo

<400> 10

Met Gly Ala Ala Ala Lys Leu Ala Phe Ala Val Phe Leu Ile Ser Cys
1 5 10 15
Ser Ser Gly Ala
20

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético: secuencia N-terminal de ActRIIA-hFc y ActRIIA-mFc

<400> 11

Ile Leu Gly aArg Ser Glu Thr Gln Glu
1 5

<210> 12

<211> 329

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético: proteina ActRIIA-Fc con delecion de los 15 aminoacidos C-terminales del dominio

extracelular de ActRIIA

<400> 12

63
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Ile
1
Trp
Asp
Gly
Cys

65

Tyr
Phe
Ala
Pro
val
145
vVal
Gln
Gln
aAla
Pro
225
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

305
Lys

Leu
Glu
Lys
Ser
50

Tyr
Phe
Pro
Pro
Lys
130
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
210
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
290

Ser

Ser

<210> 13

<211> 369

Gly
Lys
Asp
35

Ile
Asp
Cys
Glu
Glu
115
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
195
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
275
Lys

Cys

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético: ActRIIA-hFc sin procesar con secuencia lider de TPA

<400> 13

Arg
Asp
20

Lys
Glu
Arg
Cys
Met
100
Leu
Thr
val
val
Ser
180
Leu
val
Pro
Gln
Ala
260
Thr
Leu

Ser

Ser

Ser
Arg
Arg
Ile
Thr
Cys
85

Thr
Leu
Leu
Ser
Glu
165
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
245
Val
Pro
Thr

Val

Leu
325

Glu
Thr
Arg
val
Asp
70

Glu
Gly
Gly
Met
His
150
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
230
Ser
Glu
Pro
Val
Met

310
Ser

Thr
Asn
Hig
Lys
55

Cys
Gly
Gly
Gly
Ile
135
Glu
His
Arg
Lys
Glu
215
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
295
His

Pro

Gln
Gln
Cys
40

Gln
Val
Asn
Gly
Pro
120
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
200
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
280
Lys

Glu

Gly

ES 2 884 095 T3

Glu
Thr
25

Phe
Gly
Glu
Met
Thr
105
Ser
Arg
Pro
Ala
val
185
Tyr
Thr
Leu
Cys
Sar
265
Asp
Ser

Ala

Lys

Cys
10

Gly
Ala
Cys
Lys
Cys
90

His
val
Thr
Glu
Lys
170
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
250
Asn
Ser

Arg

Leu

Leu
val
Thr
Trp
Lys
75

Asn
Thr
Phe
Pro
val
155
Thr
val
Cys
Ser
Pro
235
Val
Gly
Asp

Trp

His
315

Phe
Glu
Trp
Leu
60

Asp
Glu
Cys
Leu
Glu
140
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
220
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

300
Asn

64

Phe
Pro
Lys
45

Agp
Ser
Lys
Pro
Phe
125
Val
Phe
Pro
Thr
val
205
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
285
Gln

His

Asn
Cys
30

Asn
Asp
Pro
FPhe
Pro
110
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
190
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
270
Phe

Gly

Tyr

Ala
15

Tyr
Ile
Ile
Glu
Ser
95

Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
175
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
255
Asn
Phe

Asn

Thr

Asn
Gly
Ser
Asn
Val
Tyr
Pro
Lys
val
Tyr
160
Glu
His
Lys
Gln
Met
240
Pro
Asn
Leu

val

Gln
320



ES 2 884 095 T3

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15
Ala Val Phe Val Ser Pro Gly Ala Ala Ile Leu Gly Arg Ser Glu Thr
20 25 30
Gln Glu Cys Leu Phe Phe Asn Ala Asn Trp Glu Lys Asp Arg Thr Asn
35 40 45
Gln Thr Gly Val Glu Preo Cys Tyr Gly Asp Lys Asp Lys Arg Arg His
50 55 60
Cys Phe Ala Thr Trp Lys Asn Ile Ser Gly Ser Ile Glu Tle Val Lys
65 70 75 80
Gln Gly Cys Trp Leu Asp Asp Ile Asn Cys Tyr Asp Arg Thr Asp Cys
85 90 95
Val Glu Lys Lys Agp Ser Pro Glu Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly
100 105 110
Asn Met Cys Asn Glu Lys Phe Ser Tyr Phe Pro Glu Met Glu Val Thr
115 120 125
Gln Pro Thr Ser Asn Pro Val Thr Prc Lys Pro Pro Thr Gly Gly Gly
130 135 140
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
145 150 155 160
Ser Val Phe Leu Phe Pro Pr¢ Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
165 170 175
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Vval val val Asp Val Ser His Glu Asp
180 185 190
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
195 200 205
Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
210 215 220
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
225 230 235 240
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys
245 250 255
Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Glmn Val Tyr Thr
260 265 270
Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
275 280 285
Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
290 295 300
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Proc Val Leu
305 310 315 320
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
325 330 338
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
340 345 350
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
355 360 365
Lys

<210> 14

<211> 1114

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético: ActRIIA-hFc sin procesar con secuencia lider de TPA

<400> 14
atggatgcaa tgaagagagg gctctgctgt gtgcoctgetgce tgtgtggage agtcttegtt 60

tcgeoocggeg cegetatact tggtagatca gaaactcagg agtgtetttt tttaatgeta 120
attgggaaaa agacagaacc aatcaaactg gtgttgaacc gtgttatggt gacaaagata 180

65
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aacggcggea
aggttgttgg
cagccctgaa
ttttecggag
cggtggtgga
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggegtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecgacgge

ggggaacgtc
gagccteteoe

<210> 15
<211> 106
<212> PRT

ttgttttget
ctggatgata
gtatatttct
atggaagtca
actcacacat
ttccecccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtece
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agecaatggge
tccttettee
ttctcatgcect
ctgtecteecygg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético: secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecién
de los 6 aminoacidos N-terminales del dominio EC y delecion de los 4 aminoacidos C-terminales del dominio EC

<400> 15
Glu Thr
1
Thr Asn
Leu His
35
val Lys
50
Glu Cys
65
Glu Gly

Gly Pro

<210> 16
<211> 512
<212> PRT

Arg
Gln
Cys
Lys
Val
Asn

Glu

Glu Cys Il
Ser
20

Tyr

Gly
Ala

Gly Cys

Ala Thr Gl

70

Phe Cys As
85

val Thr

100

<213> Homo sapiens

<220>

Leu
Ser

Trp

Tyr

acctggaaga
tcaactgcta
gttgctgtga
cacageccac
goeccacogtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagececctcec
cacaggtgta
cectgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea
gtaaatgaga

e Tyr Tyr

Glu Arg

Trp Arg
49
Asp Asp
55
u Glu Asn

n Glu Arg

Glu Pro

ES 2 884 095 T3

atatttctgg
tgacaggact
gggcaatatg
ttcaaatecca
cccagecacet
cacccteatg
agaccctgag
aaagccgegyg
gcaccaggac
agtcccecate
caccctgece
caaaggcttce
caactacaag
gctcacegtyg
tgaggctctg
atte

Ala
10
Glu

Asn Asn

Cys Gly
25
Asn

Ser Ser

Asp Phe Asn

Gln val
75

His

Pro

Thr
90

Pro

Phe

Pro
105

<223> Polipéptido precursor de ActRIIB humano

<400> 16

Met
1
Pro

Thr
Gly
Asn Ala

35
Glu

50
Ser

Cys

aAgn
65

Ala
Ser
Asn
Gly

Ser

Pro Trp
5

Gly Arg

20

Trp Glu

Gl
Le
Glu Gln As

Il
70

Gly Thr

Val

Ala Leu

y Glu Ala

u Glu Arg

40
p Lys Arg
55

a Glu Leu

Ala Leu Leu
Glu
25

Thr

Thr Arg

Asn Gln

Leu His Cys

Val Lys Lys

75

ttccattgaa
gattgtgtag
tgtaatgaaa
gttacaccta
gaactectgyg
atctecegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceoggg
tatcccageg
accacgacte
gacaagagca
cacaaccact

Trp Glu

Glu Gln

Thr
45
Tyr

Gly

Cys
60
Tyr Phe

Leu Pro

Trp Gly

Glu Cys

30
Ser Gly
45
Tyr Ala
60

Gly Cys

66

Leu
Asp
Ile
Asp
Cys

Glu

Ser
Ile
Leu
Ser

Trp

tagtgaaaca
aaaaaaaaga
agttttctta
agccacccac
ggggaccegtc
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tcteccaaage
aggagatgac
acatcgecgt
ccgtgectgga
ggtggcagea
acacgcagaa

Glu
15
Lys

Arg
Arg

Glu Leu

Arg Gln

Cys Cys
80
Ala Gly
385

Leu Trp

Tyr Tyr

Glu Arg

Trp Ala

Leu Asp

80

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1114
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Asp
Pro
Phe
Fro
Fro
145
Arg
Gly
Leu
Leu
Gln
225
His
Leu
Leu
His
Val
305
Asp
Leu
Gly
Val
Asp
385
Lys
Glu
His
Gly
Ala
465

Ile

Val

Phe
Gln
Thr
Pro
130
Ile
His
Pro
Glu
Met
210
Ser
Glu
Glu
Thr
val
230
Pro
Phe
Ala
Asp
Leu
370
Met
Ala
Ile
Lys
Leu
450
Glu

Arg

Thr

<210> 17

<211> 116

Asn
Val
His
115
Thr
Gly
Arg
Pro
Ile
195
Asn
Trp
Asn
Val
Asp
275
Ala
Trp
Lys
Asp
Thr
355
Glu
Tyr
Ala
Gly
Lys
435
Ala
Ala

Arg

Ser

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado

<400> 17

Cys
Tyr
100
Leu
Ala
Gly
Lys
Pro
180
Lys
Asp
Gln
Leu
Glu
260
Tyr
Glu
Cys
Ser
Phe
340
His
Gly
Ala
Asp
Gln
420
Met
Gln
Arg

Ser

Val
500

Tyr
85

Phe
Pro
Preo
Leu
Pro
165
Pre
Ala
Phe
Ser
Leu
245
Leu
Leu
Thr
Arg
Lys
325
Gly
Gly
Ala
Met
Gly
405
His
Arg
Leu
Leu
val

485
Thr

Asp
Cys
Glu
Thr
Ser
150
Fro
Ser
Arg
Val
Glu
230
Gln
Trp
Lys
Met
Gly
310
Asn
Leu
Gln
Ile
Gly
390
Pro
Pro
Pro
Cys
Ser
470

Asn

Asn

Arg
Cys
Ala
Leu
135
Leu
Tyr
Pro
Gly
Ala
215
Arg
Phe
Leu
Gly
Ser
295
Glu
Val
Ala
val
Asn
375
Leu
Val
Ser
Thr
Val
455
Ala

Gly

val

Gln
Cys
Gly
120
Leu
Ile
Gly
Leu
Arg
200
Val
Glu
Ile
Ile
Asn
280
Arg
Gly
Leu
Val
Gly
360
Phe
Val
Asp
Leu
Ile
449
Thr
Gly

Thr

Asp
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Glu
Glu
105
Gly
Thr
Val
His
Val
185
Phe
Lys
Ile
Ala
Thr
265
Ile
Gly
His
Leu
Arg
345
Thr
Gln
Leu
Glu
Glu
425
Lys
Ile
Cys

Thr

Leu
505

Cys
90

Gly
Pro
Val
Leu
Val
170
Gly
Gly
Ile
Phe
Ala
250
Ala
Ile
Leu
Lys
Lys
330
Phe
Arg
Arg
Trp
Tyr
410
Glu
AsDp
Glu
val
Ser

490
Pro

val
Asn
Glu
Leu
Leu
155
Asp
Leu
Cys
Phe
Ser
235
Glu
Phe
Thr
Ser
Pro
315
Ser
Glu
Arg
Asp
Glu
395
Met
Leu
His
Glu
Glu
475

Asp

Pro

Ala
Phe
val
Ala
140
Ala
Ile
Lys
val
Pro
220
Thr
Lys
Hig
Trp
Tyr
300
Ser
Asp
Pro
Tyr
Ala
380
Leu
Leu
Gln
Trp
Cys
460
Glu

Cys

Lys

67

Thr
Cys
Thr
125
Tyr
Phe
His
Pro
Trp
205
Leu
Pro
Arg
Asp
Asn
285
Leu
Ile
Leu
Gly
Met
365
Phe
Val
Pro
Glu
Leu
445
Trp
Arg

Leu

Glu

Glu
Asn
110
Tyr
Ser
Trp
Glu
Leu
190
Lys
Gln
Gly
Gly
Lys
270
Glu
His
Ala
Thr
Lys
350
Ala
Leu
Ser
Phe
Val
430
Lys
Asp
val

vVal

Ser
510

Glu
95

Glu
Glu
Leu
Met
Asp
175
Gln
Ala
Asp
Met
Ser
255
Gly
Leu
Glu
His
Ala
335
Pro
Pro
Arg
Arg
Glu
415
Val
His
His
Ser
Ser

485
Ser

Asn
Arg
Pro
Leu
Tyr
160
Pro
Leu
Gln
Lys
Lys
240
Asn
Ser
Cys
Asp
Arg
320
val
Pro
Glu
Ile
Cys
400
Glu
Val
Pro
Asp
Leu
480

Leu

Ile
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15

20

25

Ser Gly

Asn Trp

Gly Glu
35
Ser Gly
50
Asn Cys
65
Val Tyr

His Leu

Thr Ala

<210> 18
<211> 101
<212> PRT

Arg
Glu
Gln
Thr
Tyzxr
Phe
Pro

Pro
115

Gly Glu al

Leu Glu
20
Asgsp Lys

Ile Glu Le
Gl

70

Asp Arg

Cys Cys
85
Glu Ala Gl
100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecién de los 15 aminoacidos

C-terminales

Arg Thr

Arg Leu

Cys Glu

a Glu Thr

Asn

His
40
u Val Lys
55
n Glu Cys
Gly

¥y Gly Pro

ES 2 884 095 T3

Glu
10
Ser

Arg Cys
Gln
25
Cys

Gly

Tyr Ala

Lys Gly Cys
Thr
75

Cys

Val Ala

Phe
90
val

Asn

Glu
105

Thr

<400> 18
Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys
1 5 10
Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly
20 25
Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala
35 40
Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys
50 55
Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr
65 70 75
val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys
85 90
His Leu Pro Glu Ala
100
<210> 19
<211> 1539
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Precursor de ActRIIB (A64) humano
<400> 19
atgacggcge cctgggtgge cctcecgeccte ctotggggat
cgtggggagg ctgagacacg ggagtgcatc tactacaacg
accaaccaga gcggcectgga gegoctgcgaa ggcgagcagg
gectectggyg ccaacagete tggcaccate gagetogtga
gacttcaact gctacgatag gcaggagtgt gtggccactg
ttctgctget gtgaaggcaa cttctgcaac gagcgcttca
ggcccggaag tcacgtacga gocaccococqg acagoccocea
tactcactge tgcccatcgg gggectttee ctecatcgtec

Ile Tyr

Leu Glu
30
Ser Trp
45
Trp Leu
60
Glu Glu

Asn Glu

Tyr Glu

Tyr
Arg
Ala
Asp
Asn
Arg

Pro

Asn Ala
15
Cys Glu

Asn Ser

Asp Phe
Gln
80
Thr

Pro

Phe
95

Pro Pro

110

Ile Tyr

Leu Glu
30
Ser Trp
45
Trp Leu
60
Glu Glu

Asn Glu

cgctgtggec
ccaactggga
acaagcggcet
agaagggctg
aggagaaccc
ctcatttgcc
ccectgetcac
tgctggectt

68

Tyr
Arg
Ala
Asp
Asn

Arg

Asn Ala
15
Cys Glu

Asn Ser

Asp Phe
Gln
80
Thr

Pro

Phe

cggctctggyg
gctggagege
gcactgectac
ctggetagat
ccaggtgtac
agaggctggg
ggtgectggee
ttggatgtac

60

120
180
240
300
360
420
480
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15

cggcatcgca
ccateccecte
tttggctgtg
ctccaggaca
cacgagaacc
ctgtggetca
atcatcacat
ctgecatgagg
gactttaaaa
ggecttggetg
acgagacggt
ttcctgegea
aaggctgcag
cacccttegt
aaagatcact
tgggaccatg
attcggaggt
accaatgtgg

<210> 20
<211> 344
<212> PRT

agccccecta
tggtgggecet
tctggaagge
agcagtcgtg
tgctacagtt
tcacggectt
ggaacgaact
atgtgececctg
gtaagaatgt
ttegatttga
acatggotoe
ttgacatgta
acggacccgt
tggaggagct
ggttgaaaca
atgcagaggc
cggtcaacgg
acctgeccecc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético:
a un dominio Fc

<400> 20

Ser
1
Asn

Gly
Trp
Gly Glu
35
Ser Gly
50
Asn Cys
65
Val Tyr

His Leu

Thr Ala

Arg
Glu
Gln
Thr
Tyr
Phe
Pro

Pro

Gly Glu

Leu Glu
20
Asp Lys

Ile Glu

Asp Arg

Ala
Arg
Arg
Leu

Gln

cggtcatgtg
gaagccactg
ccagctcatg
gcagagtgaa
cattgctgece
cecatgacaag
gtgtcatgta
gtgecegtgge
attgctgaag
gccagggaaa
tgaggtgcte
tgccatgggg
ggatgagtac
gcaggaggtg
ccocgggectg
tecgettgteo
cactacctcg
taaagagtca

proteina de fusion que comprende un dominio extracelular soluble de ActRIIB fusionado

Glu Thr

Thr Asn

His
40
Lys

Leu

val
55

Glu Cys

70

Cys Cys
85
Glu Ala
100

Thr Gly

115

Glu
130
Asp

Pro

Lys
145
Val Asp

Asp Gly

Tyr Asn

Leu

Thr

Val

Val

Ser

Leu Gly

Leu Met

Cys
Gly
Gly
Gly

Ile

Glu Gly

Gly Pro

Thr
120

Ser

Gly

Pro
135

Ser Arg

150

His
165
Val

Ser

Glu
180

Thr Tyr

195

Asp Trp
210
Leu Pro
225
Arg Glu

Lys Asn

Leu

val

Pro

Gln

Asn Gly

Pro Ile

Glu
His
Arg
Lys

Glu

Asp Pro

Asn Ala

val val
200
Glu Tyr
215

Lys Thr

230

Gln Val
245
Val Ser

260

Tyr

Leu

Thr Leu

Thr Cys

ES 2 884 095 T3

gacatccatg
cagctgctgg
aatgactttg
cgggagatct
gagaagcgag
ggcteoectea
gcagagacga
gagggccaca
agcgacctca
cctccagggg
gagggagcca
ttggtgectgt
atgctgecocet
gtggtgcaca
gcccagettt
gcgggetgtg
gactgtctceg
agcatctaa

Arg Glu Cys
Gln
25

Cys

Ser Gly

Tyr Ala

Lys Gly Cys
Thr
75

Cys

val Ala
Phe
90

val

Asn
Glu
105
His

Thr

Thr Cys

Val Phe Leu

Thr Glu
155

Lys

Pro
Glu Val
170
Lys Thr
185
Ser

Lys

val Leu

Lys Cys Lys

Ile Ser Lys
238
Pro Ser
250

val

Pro

Leu
265

Lys

aggaccctgg
agatcaaggc
tagctgtcaa
tcagcacacc
gctccaacct
cggattacct
tgtcacgagg
agccgtetat
cagcegtget
acacccacgg
tcaacttecca
gggagettgt
ttgaggaaga
agaagatgag
gtgtgaccat
tggaggagceg
tttccctggt

Ile Tyr

Leu Glu

Ser Trp
45
Trp Leu
60

Glu Glu

Asn Glu

Tyr Glu

Tyr
Arg
Ala
Asp
Asn
Arg

Pro

gecteocacca
tcgggggcge
gatcttccca
tggcatgaag
cgaagtagag
caaggggaac
cctetecatac
tgcccacagg
ggctgacttt
acaggtaggce
gagagatgoo
gtctogetge
gattggccag
gcccaccatt
cgaggagtgce
ggtgtcectg
gacctctgtc

Asn Ala

Cys Glu

Asn Ser

Asp Phe
Gln
80
Thr

Pro

Phe
95

Pro Pro

110

Pro
125

Pro

Pro

Phe
140
Val Thr

Phe Asn

Pro Arg

Cys
Pro
Cys
Trp

Glu

Pro Ala

Lys Pro

Val val
160
Tyr Val
175

Glu Gln

1390

Thr val
205
Val Ser
220
Ala Lys

Arg Glu

Gly Phe

Leu
Asn
Gly
Glu

Tyr

His Gln

Lys Ala

Gln Pro
240
Met Thr
2558

Pro Ser

270

69

540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1539
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Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

275 280 285
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
290 295 300
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
305 310 315 320
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
325 330 335
Ser lLeu Ser Leu Ser Pro Gly lys
340
<210> 21
<211> 329
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético: proteina de fusién que comprende un dominio extracelular soluble de ActRIIB (A64) con
delecion de los 15 aminoacidos C-terminales fusionado a un dominio Fc

<400> 21

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 Tyr Ala Ser Trp Ala 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 Pre Gln
65 70 75 80
Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr
85 80 95
His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
100 105 110
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
115 120 125
Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys val
130 135 140
Val vVal Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
145 150 155 160
Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
165 170 175
Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
180 185 130
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
195 200 205
Ala Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
210 215 220
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
225 230 235 240
Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
245 250 255
Ser Asp Tle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
260 265 270
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
275 280 285
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
290 295 300
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
305 310 318 320

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325

<210> 22

<211> 105

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

70
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<220>
<223> secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecion de los 6 aminoacidos
N-terminales del dominio EC y delecion de los 5 aminoacidos C-terminales del dominio EC y con una mutaciéon L79D

<400> 22

Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg
1 5 10 15
Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg
20 25 30
Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu
35 40 45
Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln
50 55 60
Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys
65 70 75 80
Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly
85 90 95
Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro
100 105

<210> 23

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecién de los 6 aminoacidos
N-terminales del dominio EC y delecion de los 3 aminoacidos C-terminales del dominio EC y con una mutaciéon L79D

<400> 23

Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg
1 5 10 15
Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg
20 25 30
Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu
35 40 45
Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln
50 55 60
Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys
65 70 75 80
Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His Leu Pro Glu RAla Gly
85 90 95
Gly Pro Glu val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr
100 105

<210> 24

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusién ActRIIB-Fc sin procesar con delecion de los 6 aminoacidos N-terminales del dominio EC y
delecion de los 3 aminoacidos C-terminales del dominio EC, con una mutacién L79D y con secuencia lider de TPA

<400> 24

71
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Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

Ala val Phe val Ser Pro Gly Ala Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr
20 25 30
Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu
35 40 45
Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp
50 55 60
Arg Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp
65 70 75 80
Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Vval Ala Thr Glu Glu
85 90 95
Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu
100 105 110
Arg Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu
115 120 125
Pro Pro Pro Thr Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
130 135 140
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
145 150 155 160
Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
165 170 17%
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
180 185 190
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
195 200 205
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
210 215 220
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
225 230 235 240
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
245 250 255
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
260 265 270
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
275 280 285
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
290 295 300
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
305 310 315 320
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
325 330 335
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
340 345 350
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
355 360

<210> 25

<211> 335

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusién ActRIIB-Fc procesada con delecion de los 6 aminodcidos N-terminales del dominio EC y
delecién de los 3 amino&cidos C-terminales del dominio EC y con una mutacion L79D

<400> 25

72
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15

Glu
Thr
Leu
val
Glu
65

Glu
Gly
Thr
Phe
Pro
145
vVal
Thr
val
Cys
Ser
225
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

305
His

Thr
Asn
His
Lys
50

Cys
Gly
Pro
Cys
Leu
130
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
210
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
290
Gln

Asn

<210> 26

<211> 115

Arg
Gln
Cys
35

Lys
val
Asn
Glu
Pro
115
Phe
val
Phe
Pro
Thr
195
val
Ala
Arg
Gly
Pro
275
Ser

Gln

His

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado

<400> 26

Gly
1
Trp

Glu

Gly
Cys
65

Tyr

Len

Ala

Arg
Glu

Gln

Thr
Tyr
Phe
Pro

Pro

Gly
Leu
Asp

35
Ile

Asp
Cys
Glu

Thr
115

Glu
Ser
20

Tyr
Gly
Ala
Phe
val
100
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
180
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
260
Glu
Phe

Gly

Tyr

Glu
Glu
20

Lys
Glu
Arg
Cys

Ala
100

Cys
Gly
Ala
Cys
Thr
Cys
85

Thr
Cys
Pro
Cys
Trp
165
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
245
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
325

Ala
5
Arg

Arg

Leu
Gln
Cys

85
Gly

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu
70

Asn
Tyr
Pro
Lys
val
150
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
230
Met
Pro
Asn
Leu
Vval

310
Gln

Glu
Thr

Leu

Val
Glu
70

Glu

Gly

Tyr
Glu
Trp
Asp
55

Glu
Glu
Glu
Ala
Pro
135
val
val
Gln
Gln
Ala
215
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
295

Phe

Lys

Thr
Asn
His
Lys
85

Cys
Gly

Pro

Tyr
Arg
Arg
40

Asp
Asn
Arg
Pro
Pro
120
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
200
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
280
Ser

Ser

Ser

Arg
Gln
Cys

40
Lys

Val
Asn

Glu
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Asn
Cys
25

Asn
Asp
Pro
Phe
Pro
105
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
185
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
265
Thr
Lys

Cys

Leu

Glu
Ser
25

Tyr
Gly
Ala
Phe

Val
105

Ala
10

Glu
Ser
Phe
Gln
Thr
30

Pro
Leu
Thr
val
vVal
170
Ser
Leu
aAla
Pro
Gln
250
aAla
Thr
Leu

Ser

Ser
330

Cys
10
Gly

Ala

Cys
Thr
Cys

90
Thr

Asn
Gly
Ser
Asn
Val
75

His
Thr
Leu
Leu
Ser
155
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
235
Val
Val
Pro
Thr
val

315
Leu

Ile
Leu

Ser

Trp
Glu
75

Asn

Tyr

Trp
Glu
Gly
Cys
60

Tyr
Leu
Gly
Gly
Met
140
His
val
Tyr
Gly
Ile
220
Val
Ser
Glu
Pro
val
300

Met

Ser

Tyr
Glu

Trp

Leu
Glu
Glu

Glu

73

Glu
Gln
Thr
45

Tyr
Phe
Pro
Gly
Gly
125
Ile
Glu
His
Arg
Lys
205
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
285
Asp
His

Pro

Tyr
Arg
Ala

45
Asp

Asn

Pro

Leu
Asp
30

Ile
Agp
Cys
Glu
Gly
110
Pro
Ser
ASR
Asn
val
180
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
270
Leu
Lys

Glu

Gly

Asn
Cys
30

Asn
Asp
Pro
Phe

Pro
110

Glu
15

Lys
Glu
Arg
Cys
Ala
g5

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
175
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
255
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
335

Ala
15
Glu

Ser

Phe
Gln
Thr

Pro

Arg
Arg
Leu
Gln
Cys
8Q

Gly
His
val
Thr
Glu
160
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
240
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
320

Asn
Gly

Ser

Agn
val
80

His

Thr
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15
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<210> 27
<211>100
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecién de los 15 aminoacidos

C-terminales

<400> 27

Gly
1
Trp
Glu
Gly
Cys

65
Tyr

Leu

Arg
Glu
Gln
Thr
50

Tyr

Phe

Pro

<210> 28

<211> 512

Gly
Leu
Asp
Ile
Asp
Cys

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido precursor de ActRIIB humano

<400> 28

Met
1
Pro
Asn
Cys
Asn
65
Asp

Pro

Phe

Thr
Gly
Ala
Glu
50

Ser
Phe

Gln

Thr

Ala
Ser
Asn
35

Gly
Ser
Asn

Val

His

Glu
Glu
20

Lys
Glu
Arg
Cys

Ala
100

Pro

Gly
20
Irp

Glu
Gly
Cys
Tyr

100
Leu

Ala
5
Arg
Arg
Leu

Gln

Cys
85

Trp
Arg
Glu
Gln
Thr
Tyr
85

Phe

Pro

Glu
Thr
Leu
val
Glu

70
Glu

Val
Gly
Leu
Asp
Ile
70

Asp
Cys

Glu

Thr
Agn
His
Lys
55

Cys

Gly

Ala
Glu
Glu
Lys
55

Glu
Arg
Cys

Ala

Arg
Gln
Cys
40

Lys

Val

Asn

Leu
Ala
Arg
40

Arg
Leu
Gln
Cys

Gly

ES 2 884 095 T3

Glu
Ser
25

Tyr
Gly
Ala

Phe

Ala
Glu
25

Thr
Leu
Val
Glu
Glu

105
Gly

Cys
10

Gly
Ala
Cys
Thr

Cys
30

Leu
10

Thr
Asn
His
Lys
Cys
90

Gly

Pro

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu

75
Asn

Leu
Arg
Gln
Cys
Lys
75

val

Asn

Glu

Tyr
Glu
Trp
Leu
60

Glu

Glu

Trp
Glu
Ser
Tyr
60

Gly
Ala

Phe

Val

74

Tyr
Arg
Ala
45

Asp

Asn

Arg

Gly
Cys
Gly
Ala
Cys
Thr
Cys

Thr

Asn
Cys
30

Asn
Asp

Pro

Phe

Ser
Ile
30

Leu
Ser
Trp
Glu
Asn

110
Tyr

Ala
15

Glu
Ser
Phe

Gln

Thr
95

Leu
15

Tyr
Glu
Trp
Leu
Glu

Glu

Glu

Asn
Gly
Ser
Asn
val

80

His

Trp
Tyr
Arg
Arg
Asp
80

Asn

Arg

Pro
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118 120 125
Pro Pro Thr Ala Pre Thr Leu Leu Thr Val Leu Ala Tyr Ser Leu Leu
130 135 140
Pro Ile Gly Gly Leu Ser lLeu Ile Val Leu Leu Ala Phe Trp Met Tyr
145 150 155 160
Arg His Arg Lys Pro Pro Tyr Gly His Val Asp Ile His Glu Asp Pro
165 170 175
Gly Pro Pro Pro Pro Ser Pro Leu Val Gly Leu Lys Pro Leu Gln Leu
180 185 190
Leu Glu Ile Lys Ala Arg Gly Arg Phe Gly Cys Val Trp Lys Ala Gln
195 200 205
Leu Met Asn Asp Phe Val Ala Val Lys Ile Phe Pro Leu Gln Asp Lys
210 215 220
Gln Ser Trp Gln Ser Glu Arg Glu Ile Phe Ser Thr Pro Gly Met Lys
225 230 235 240
His Glu Agn Leu Leu Gln Phe Ile Ala Ala Glu Lys Arg Gly Ser Asn
245 250 255
Leu Glu Val Glu Leu Trp lLeu Ile Thr Ala Phe His Asp Lys Gly Ser
260 265 270
Leu Thr Asp Tyr Leu Lys Gly Asn Ile Ile Thr Trp Asn Glu Leu Cys
275 280 285
His val Ala Glu Thr Met Ser Arg Gly Leu Ser Tyr Leu His Glu Asp
2390 295 300
Val Pro Trp Cys Arg Gly Glu Gly His Lys Pro Ser Ile Ala His Arg
305 310 315 320
Asp Phe Lys Ser Lys Asn Val Leu Leu Lys Ser Asp Leu Thr Ala Val
325 330 335
Leu Ala Asp Phe Gly Leu Ala Val Arg Phe Glu Pro Gly Lys Pro Pro
340 345 350
Gly Asp Thr His Gly Gln Val Gly Thr Arg Arg Tyr Met Ala Pro Glu
355 360 365
Val Leu Glu Gly Ala Ile Asn Phe Gln Arg Asp Ala Phe Leu Arg Ile
370 375 380
hgp Met Tyr Ala Met Gly Leu Val Leu Trp Glu Leu Val Ser Arg Cys
385 390 395 400
Lys Ala Ala Asp Gly Pro Val Asp Glu Tyr Met Leu Pro Phe Glu Glu
405 410 415
Glu Ile Gly Gln His Pro Ser Leu Glu Glu Leu Gln Glu Val Val Val
420 425 430
His Lys Lys Met Arg Pro Thr Ile Lys Asp His Trp Leu Lys His Pro
435 440 445
Gly Leu Ala Gln Leu Cys Val Thr Ile Glu Glu Cys Trp Asp His Asp
450 455 460
Ala Glu Ala Arg Leu Ser Ala Gly Cys Val Glu Glu Arg Val Ser Leu
465 470 475 480
Ile Arg Arg Ser Val Asn Gly Thr Thr Ser Asp Cys Leu Val Ser Leu
485 490 495
Val Thr Ser Val Thr Asn Val Asp Leu Pro Pro Lys Glu Ser Ser Ile
500 505 510

<210> 29

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado

<400> 29
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

75
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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
vVal 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
115

<210> 30

<211> 101

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecion de los 15 aminoacidos C-terminales

<400> 30

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 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
100

<210> 31

<211> 115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado

<400> 31

Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Tle Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser

Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Prg¢ Gln Val
€5 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 95
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr

100 105 110
aAla Pro Thr
115

<210> 32
<211>100

76
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecion de los 15 aminoacidos C-terminales
<400> 32
Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pre Gln val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 95
Leu Pro Glu Ala
100
<210> 33
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con delecion de los 6 aminoacidos
N-terminales del dominio EC y delecidn de los 3 aminoacidos C-terminales del dominio EC y con una mutaciéon L79D

<400> 33

Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg
1 5 10 15
Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg
20 25 30
Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Ala Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu
35 40 45
Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln
50 55 60
Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys
65 70 75 80
Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His Leu Pro Glu ala Gly
85 90 95
Gly Pro Glu val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr
100 105

<210> 34

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion ActRIIB-Fc sin procesar con delecion de los 6 aminoacidos N-terminales del dominio EC y
delecién de los 3 amino&cidos C-terminales del dominio EC, con una mutacion L79D y con secuencia lider de TPA

<400> 34

77
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Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

Ala Val Phe Val Ser Pr¢ Gly Ala Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr
20 25 30
Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu
35 40 45
Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp
50 55 60
Ala Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp
65 70 75 80
Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Vval Ala Thr Glu Glu
85 90 95
Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu
100 105 110
Arg Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu
115 120 125
Pro Pro Pro Thr Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
130 135 140
Proe Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pre Lys Pro
145 150 155 160
Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
165 170 175
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
180 185 190
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
195 200 205
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
2190 215 220
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
225 230 235 240
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
245 250 255
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
260 265 270
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
275 280 285
Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
290 295 300
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
305 310 315 320
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
325 330 335
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
340 345 350
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
355 360

<210> 35

<211> 335

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusién ActRIIB-Fc procesada con delecion de los 6 aminodcidos N-terminales del dominio EC y
delecién de los 3 amino&cidos C-terminales del dominio EC y con una mutacion L79D

<400> 35

78
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Glu
Thr
Leu
val
Glu
65

Glu
Gly
Thr
Phe
Pro
145
vVal
Thr
val
Cys
Ser
225
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

305
His

Thr
Asn
His
Lys
50

Cys
Gly
Pro
Cys
Leu
130
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
210
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
290
Gln

Asn

<210> 36

<211> 115

Arg
Gln
Cys
35

Lys
val
Asn
Glu
Pro
115
Phe
val
Phe
Pro
Thr
195
val
Ala
Arg
Gly
Pro
275
Ser

Gln

His

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) con mutaciéon L79D

<400> 36

Gly
1
Trp

Glu

Gly
Cys
65

Tyr

Len

Ala

Arg
Glu

Gln

Thr
Tyr
Phe
Pro

Pro

Gly
Leu
Asp

35
Ile

Asp
Cys
Glu

Thr
115

Glu
Ser
20

Tyr
Gly
Ala
Phe
val
100
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
180
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
260
Glu
Phe

Gly

Tyr

Glu
Glu
20

Lys
Glu
Arg
Cys

Ala
100

Cys
Gly
Ala
Cys
Thr
Cys
85

Thr
Cys
Pro
Cys
Trp
165
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
245
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
325

Ala
5
Arg

Arg

Leu
Gln
Cys

85
Gly

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu
70

Asn
Tyr
Pro
Lys
val
150
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
230
Met
Pro
Asn
Leu
Vval

310
Gln

Glu
Thr

Leu

Val
Glu
70

Glu

Gly

Tyr
Glu
Trp
Asp
55

Glu
Glu
Glu
Ala
Pro
135
val
val
Gln
Gln
Ala
215
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
295

Phe

Lys

Thr
Asn
His
Lys
85

Cys
Gly

Pro

Tyr
Arg
Ala
40

Asp
Asn
Arg
Pro
Pro
120
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
200
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
280
Ser

Ser

Ser

Arg
Gln
Cys

40
Lys

Val
Asn

Glu

ES 2 884 095 T3

Asn
Cys
25

Asn
Asp
Pro
Phe
Pro
105
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
185
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
265
Thr
Lys

Cys

Leu

Glu
Ser
25

Tyr
Gly
Ala
Phe

Val
105

Ala
10

Glu
Ser
Phe
Gln
Thr
30

Pro
Leu
Thr
val
vVal
170
Ser
Leu
aAla
Pro
Gln
250
aAla
Thr
Leu

Ser

Ser
330

Cys
10
Gly

Ala

Cys
Thr
Cys

90
Thr

Asn
Gly
Ser
Asn
Val
75

His
Thr
Leu
Leu
Ser
155
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
235
Val
Val
Pro
Thr
val

315
Leu

Ile
Leu

Ser

Trp
Glu
75

Asn

Tyr

Trp
Glu
Gly
Cys
60

Tyr
Leu
Gly
Gly
Met
140
His
val
Tyr
Gly
Ile
220
Val
Ser
Glu
Pro
val
300

Met

Ser

Tyr
Glu

Trp

Asp
Glu
Glu

Glu

79

Glu
Gln
Thr
45

Tyr
Phe
Pro
Gly
Gly
125
Ile
Glu
His
Arg
Lys
205
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
285
Asp
His

Pro

Tyr
Arg
Arg

45
Asp

Asn

Pro

Leu
Asp
30

Ile
Agp
Cys
Glu
Gly
110
Pro
Ser
ASR
Asn
val
180
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
270
Leu
Lys

Glu

Gly

Asn
Cys
30

Asn
Asp
Pro
Phe

Pro
110

Glu
15

Lys
Glu
Arg
Cys
Ala
g5

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
175
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
255
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
335

Ala
15
Glu

Ser

Phe
Gln
Thr

Pro

Arg
Arg
Leu
Gln
Cys
8Q

Gly
His
val
Thr
Glu
160
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
240
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
320

Asn
Gly

Ser

Agn
val
80

His

Thr
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<210> 37
<211>115
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) con mutacion L79D
<400> 37
Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly ILeu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Ala Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 95
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr
100 105 110
Ala Pro Thr
115
<210> 38
<211> 343
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con mutacion L79D fusionado a un
dominio Fc con un conector GGG

<400> 38

Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly

Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser

Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn
50 55 60

Cys Tyr Agp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val

65 70 75 80

Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His

80
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Leu
Ala
Glu
Asp
145
AsDp
Gly
Asn
Trp
Pro
225
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
305
Cys

Leu

Pro
Pro
Leu
130
Thr
Val
Val
Ser
Leu
210
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
290
Leu

Ser

Ser

<210> 39

<211> 343

Glu
Thr
115
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
195
Asn
Pro
Gln
Val
Val
275
Pro
Thr

Val

Leu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con mutacién L79D fusionado a un

dominio Fc

<400> 39

Gly
1
Trp
Glu
Gly
Cys

65

Tyr
Leu
Ala

Glu

Arg
Glu
Gln
Thr
50

Tyr
Phe
Pro

Pro

Leu
130

Gly
Leu
Asp
35

Ile
Asp
Cys
Glu
Thr

115
Leu

Ala
100
Gly
Gly
Met
His
Val
180
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
260
Glu
Pro
val

Met

Ser
340

Glu
Glu
20

Lys
Glu
Arg
Cys
Ala
100
Gly

Gly

85
Gly

Gly
Gly
Ile
Glu
165
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
245
Leu
Trp
Val
Asp
His

325
Pro

Ala
Arg
Arg
Leu
Gln
Cys
85

Gly

Gly

Gly

Gly
Gly
Pro
Ser
150
Asp
Agn
Val
Glu
Lys
230
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
310
Glu

Gly

Glu
Thr
Leu
Val
Glu
70

Glu
Gly
Gly

Pro

Pro
Thr
Ser
135
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
215
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
295
Ser

aAla

Lys

Thr
Asn
His
Lys
55

Cys
Gly
Pro

Thr

Ser
135

Glu
His
120
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
200
Lys
Lle
Pro
Leu
Asn
280
Ser

Arg

Leu

Arg
Gln
Cys
40

Lys
Val
Asn
Glu
His

120
Val

ES 2 884 095 T3

val
105
Thr
Phe
Pro
val
Thr
185
Val
Cys
Ser
Pro
Val
265
Gly
Asp
Trp

His

Glu
Ser
25

Tyr
Gly
Ala
Phe
Val
105
Thr

Phe

30
Thr

Cys
Leu
Glu
Lys
170
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
250
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
330

Cys
10

Gly
Ala
Cys
Thr
Cys
20

Thr
Cys

Leu

Tyr
Pro
Phe
val
155
Phe
Pro
Thr
val
Ala
235
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

315
His

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu
75

Asn
Tyzr
Pro

Phe

Glu
Pro
Pro
140
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
220
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
300
Gly

Tyr

Tyr
Glu
Trp
Asp
Glu
Glu
Glu
Pro

Pro
140

81

Pro
Cys
125
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
205
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
285
Phe

Asn

Thr

Tyr
Arg
Ala
45

Asp
Asn
Arg
Pro
Cys

125
Pro

Pro
110
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
190
His
Lys
Gln
Met
Pro
270
Asn
Leu

val

Gln

Asn
Cys
30

Asn
Asp
Pro
Phe
Pro
110

Pro

Lys

95
Pro

Ala
Pro
val
Val
175
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
255
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
335

Ala
15

Glu
Ser
Phe
Gln
Thr
95

Pro
Ala

Pro

Thr
Pro
Lys
val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lysg
Asp
Lys
Ser
Ser

320
Ser

Asn
Gly
Ser
Asn
val
80

His
Thr

Pro

Lys
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Asp
145
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
225
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
305
Cys

Leu

Thr
vVal
val
Ser
Leu
210
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
290
Leu

Ser

Ser

<210> 40

<211> 368

Leu
Ser
Glu
Thr
195
Asn
Pro
Gln
val
vVal
275
Pro
Thr

val

Leu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con mutacién L79D fusionado a un

Met
His
val
180
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
260
Glu
Pro
Val

Met

Ser
340

Ile
Glu
165
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
245
Leu
Tre
Val
Asp
His

325
Pro

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
295
Ser

Ala

Lys

Thr
Glu
Lys
Ser
200
Lys
Ile
Pro
Leu
Agn
280
Ser

Arg

Leu

dominio Fc y con secuencia lider de TPA

<400> 40

Met
1
Ala
Arg
Gln
Cys
65
Lys
Val
Asn
Glu
His
145
Val

Thr

Asp
Vval
Glu
Ser
50

Tyr
Gly
Ala
Phe
val
130
Thr

Phe

Pro

Ala
Phe
Cys
35

Gly
Ala
Cys
Thr
Cys
115
Thr
Cys

Leu

Glu

Met
Val
20

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu
100
Asn
Tyr
Pro

Phe

val
180

Lys
Ser
Tyr
Glu
Trp
Asp
Glu
Glu
Glu
Bro
Pro

165
Thr

Arg
Pro
Tyr
Arg
Arg
70

Asp
Asn
Arg
Pro
Cys
150

Fro

Cys

Gly
Gly
Asn
Cys
55

Asn
Asp
Pro
Phe
Pro
135
Pro
Lys

val

Leu
Ala
Ala
40

Glu
Ser
Phe
Gln
Thr
120
Pro
Ala

Pro

val

ES 2 884 095 T3

Pro
Val
Thr
185
Val
Cys
Ser
Preo
val
265
Gly
Asp
Trp

His

Cys
Ser
25

Asn
Gly
Ser
Asn
Val
105
His
Thr
Pro
Lys

val
185

Glu
Lys
170
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
250
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
330

Cys
10

Gly
Trp
Glu
Gly
Cys
30

Tyr
Leu
Ala
Glu
Asp

170
Asp

val
155
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
235
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

315
His

val
Arg
Glu
Gln
Thr
75

Tyr
Phe
Pro
Pro
Ieu
155
Thr

val

Thr
Asn
Arg
val
Ser
220
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
300
Gly

Tyr

Leu
Gly
Leu
Asp
60

Ile
Asp
Cys
Glu
Thr
140
Leu

Leu

Ser

82

Cys
Trp
Glu
Leu
205
Asn
Gly
Glu
Tyr
Agn
285
Phe

Asn

Thr

Leu
Glu
Glu
45

Lys
Glu
Arg
Cys
Ala
125
Gly
Gly

Met

His

val
Tyr
Glu
120
His
Lys
Gln
Met
Pro
270
Asn
Leu

Val

Gln

Leu
Ala
30

Arg
Arg
Leu
Gln
Cys
110
Gly
Gly
Gly
Ile

Glu
150

val
val
175
Gln
Gln
Ala
Pre
Thr
255
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
335

Cys
15

Glu
Thr
Leu
Val
Glu
Glu
Gly
Gly
Pro
Ser

175
Asp

val
160
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
240
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

320

Ser

Gly
Thr
Asn
His
Lys
80O

Cys
Gly
Pro
Thr
Ser
160
Arg

Pro
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Glu
Lys
Ser
225
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
305
Ser

Arg

Leu

val
Thr
2140
vVal
Cys
Ser
Pro
Val
290
Gly
Asp
Trp

His

<210> 41

<211> 368

Lys
195
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
275
lys
Gln
Gly
Gln

Asn
355

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado con mutacion L79D fusionado a un

Phe
Pro
Thr
Val
Ala
260
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

340
His

Asn
Arg
Val
Ser
245
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
325
Gly

Tyr

Trp
Glu
Leu
230
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
310
Phe

Asn

Thr

Tyr
Glu
215
His
Lys
Gln
Met
Pro
295
Asn
Leu

Val

Gln

Val
200
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
280
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
360

dominio Fc y con secuencia lider de TPA

<400> 41

Met
1
Ala
Arg
Gln
Cys
65
Lys
val
Asn
Glu
His
145
val
Thr
Glu

Lys

Asp
val
Glu
Ser
50

Tyr
Gly
Ala
Phe
val
130
Thr
Phe
Pro

val

Thr
210

Ala
Phe
Cys
35

Gly
Ala
Cys
Thr
Cys
115
Thr
Cys
Leu
Glu
Lys

195
Lys

Met
val
20

Ile
Leu
Ser
Trp
Glu
100
Asn
Tyr
Pro
Phe
val
180
Phe

Pro

Lys
Ser
Tyr
Glu
Trp
Asp
85

Glu
Glu
Glu
Pro
Pro
165
Thr

Asn

Arg

Arg
Pro
Tyr
Arg
aAla
70

Asp
Asn
Arg
Pro
Cys
150
Pro
Cys
Trp

Glu

Gly
Gly
Asn
Cys
55

Asn
Asp
Prao
Phe
Pro
135
Pro
Lys
Val
Tyr

Glu
215

Leu
Ala
Ala
49

Glu
Ser
Phe
Gln
Thr
120
Pro
Ala
Pro
Val
Val

200
Gln

ES 2 884 095 T3

Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
265
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

345
Ser

Cys
Ser
25

Asn
Gly
Ser
Asn
val
105
His
Thr
Pro
Lys
Val
185
Aszp

Tyr

Gly
Asn
Trp
Pro
250
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
330
Cys

Leu

Cys
10

Gly
Trp
Glu
Gly
Cys
390

Tyr
Leu
Ala
Glu
Asp
170
Asp
Gly

Asn

val
Ser
Leu
235
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
315
Leu

Ser

Ser

Val
Arg
Glu
Gln
Thr
75

Tyr
Phe
Pro
Pro
Leu
155
Thr
Val

Val

Ser

Glu Val His Asn
205

Thr Tyr Arg Val

220

Asn Gly Lys Glu

Pro Tle Glu Lys
255

Gln Val Tyr Thr

270
Val Ser Leu Thr
285

Val Glu Trp Glu

300

Pro Pro Val Leu

Thr Val Asp Lys
335
Val Met His Glu
350
Leu Ser Pro Gly
365

Leu Leu Leu Cys
15
Gly Glu Ala Glu

Leu Glu Arg Thr
45
Asp Lys Arg Leu

Ile Glu Leu Val

Asp Arg Gln Glu
95
Cys Cys Cys Glu
110
Glu Ala Gly Gly
125

Thr Gly Gly Gly
140

Leu Gly Gly Pro

Leu Met Ile Ser
175

Ser His Glu Asp

190
Glu Val His Asn
205
Thr Tyr Arg Val
220

83

Ala
val
Tyr
240
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
320
Ser

Ala

Lys

Gly
Thr
Asn
His
Lys
80

Cys
Gly
Pro
Thr
Ser
160
Arg
Pro

Ala

val
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Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
225 230 235 240
Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
245 250 255
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
260 265 270
Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
275 280 285
Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
290 295 300
Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
305 310 315 320
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
325 330 335
Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
340 345 350
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
355 360 365

<210> 42

<211> 141

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido ActRIIA humano soluble (extracelular) procesado que tiene una variante de la secuencia C-terminal

<400> 42

Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu Hisg Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Glmn Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 95
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Gly Pro Trp Ala Ser Thr Thr Ile
100 105 110
Pro Ser Gly Gly Pro Glu Ala Thr Ala Ala Ala Gly Asp Gln Gly Ser
115 120 125
Gly Ala Leu Trp Leu Cys Leu Glu Gly Prco Ala His Glu
130 135 140

<210> 43

<211> 141

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado que tiene una variante de la secuencia C-terminal
que tiene una mutacién L79D

<400> 43
Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn

1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly

84
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20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Prgo Gln val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 20 95
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Gly Pro Trp Ala Ser Thr Thr Ile
100 105 110
Pro Ser Gly Gly Pro Glu Ala Thr Ala Ala Ala Gly Asp Gln Gly Ser
115 120 125
Gly Ala Leu Trp Leu Cys Leu Glu Gly Pro Ala His Glu
130 135 140

<210> 44

<211> 370

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polipéptido ActRIIB humano soluble (extracelular) procesado que tiene una variante de la
secuencia C-terminal que tiene una mutacion L79D fusionado a un dominio Fc con un conector TGGG

<400> 44

Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn
1 5 10 15
Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Glu Arg Cys Glu Gly
20 25 30
Glu Gln Asp Lys Arg Leu His Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Asp Asp Asp Phe Asn
50 55 60
Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val
65 70 75 80
Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His
85 90 85
Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Gly Pro Trp Ala Ser Thr Thr Ile
100 105 110
Pro Ser Gly Gly Pro Glu Ala Thr Ala Ala Ala Gly Asp Gln Gly Ser
115 120 125
Gly Ala ILeu Trp Leu Cys Leu Glu Gly Pro Ala His Glu Thr Gly Gly
130 135 140
Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
145 150 155 160
Prco Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
165 170 175
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
180 185 190
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
195 200 205
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
210 215 220
Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
225 230 235 240
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
245 250 255
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
260 265 270
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr ILys Asn Gln Val Ser Leu

85



ES 2 884 095 T3

275
Thr Cys Leu
290
Glu Ser Asn
305
Leu Asp Ser

280
Tyr Pro

285

val Phe Ala val Glu

295
Glu

Ile
300
Thr

Lys Gly Ser Asp
Val
320

Asp

Gly Gln Pro Asn Asn Thr Pro Pro

310
Ser

Tyr Lys
315
Phe Ser Thr Val

335
Val Met
350

Leu Ser

Asp Gly Phe Leun Leu

325
Gln

Tyr
330
Phe

Lys

Gln Asn Val Ser Ser His

345
Thr Gln
360

Lys Ser Arg Trp
340
His

Gly Cys

Ser Pro

365

Glu Ala Leu His Ser Leu

355

Asn Tyr Lys

10

15

20

25

Gly Lys
370

<210> 45
<211> 1083
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion ActRIIB-Fc sin procesar con delecion de los 6 aminoacidos N-terminales del dominio EC y
delecién de los 3 amino&cidos C-terminales del dominio EC, con una mutacion L79D y con secuencia lider de TPA

<400> 45

atggatgcaa
togeoeoggeg
cggacgaace
tatgcgtegt
gacgatttca
tatttotgtt
ggcgggeecy
ccgtgcecag
aaggacaccce
cacgaagacc
aagacaaagc
gtectgeace
ctccecageec
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

<210> 46
<211> 344
<212> PRT

tgaagagagg
cogeccgaaac
aatcecggget
ggaggaactc
attgttatga
gttgegaggy
aggtgaccta
cacctgaact
tcatgatete
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactgget
ccatcgagaa
tgccocccate
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa
ctotgeacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion que comprende un dominio extracelular soluble de ActRIIB fusionado a un dominio Fc

<400> 46

gctctgetgt
cogocgaatgt
cgaacggtgt
ctccgggacg
ccgecaggaa
gaatttetgt
tgaaccceeg
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggecaag
aaccatctcc
ccgggaggay
cagcgacatc
gecteoogtyg
gagcaggtgyg
ccactacacy

gtgctgctge
atttattaca
gagggggaac
attgaactgg
tgtgtcgega
aatgaacggt
ceccaccggtyg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agecacgtacce
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggacteeyg
cagcagggga
cagaagagoc

tgtgtggage
atgctaattg
aggataaacg
tcaagaaagqg
cogaagagaa
ttacccaccet
gtggaactca
tcectcttecee
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtcete
ggcagccceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggcetoett
acgtcttete
teteocctgte

agtcttegtt
ggaactogaa
cctecattge
gtgctgggac
tecgecaggte
coecgaageo
cacatgecca
cccaaaaccce
ggacgtgage
gcataatgce
cgtcctcace
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcageeg
cttocctotat
atgctecegtg
cecgggtaaa

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 Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser

35

40

45

86

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1083



10

15

Ser
Asn
65

val
His
Thr
Pro
Lys
145
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
225
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
305

Ser

Ser

Gly
50

Cys
Tyr
Leu
Ala
Glu
130
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
210
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
290
Lys
Cys

Leu

<210> 47

<211> 329

Thr
Tyr
Phe
Pro
Pro
115
Leu
Thr
vVal
Val
Ser
195
Leu
Val
Pro
Gln
Ala
275
Thr
Leu

Ser

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusién que comprende un dominio extracelular soluble de ActRIIB (R64) con delecion de los 15

Ile
Asp
Cys
Glu
100
Thr
Leu
Leu
Ser
Glu
180
Thr
Asn
Pro
Gln
val
260
Val
Pro
Thr
vVal

Leu
340

Glu
Arg
Cys
85

Ala
Gly
Gly
Met
His
165
Vval
Tyr
Gly
Ile
val
245
Ser
Glu
Pro
val
Met

325
Ser

Leu
Gln
70

Cys
Gly
Gly
Gly
Ile
150
Glu

His

Lys
Glu
230
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
310
His

Pro

val
55

Glu
Glu
Gly
Gly
Pro
135
Ser
Asp
Asn
val
Glu
215
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
295
Lys
Glu

Gly

Lys
Cys
Gly
Pro
Thr
120
Ser
Arg
Pro
Ala
val
200
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
280
Asp
Ser

Ala

Lys

ES 2 884 095 T3

Lys
val
Aan
Glu
105
His
Val
Thr
Glu
Lys
185
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
265
Asn
Ser

Arg

Leu

Gly
Ala
Phe
20

val
Thr
Phe
Pro
val
170
Thr
val
Cys
Ser
Pro
250
val
Gly
Asp

Trp

His

330

Cys
Thr
75

Cys
Thr
Cys
Leu
Glu
155
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
235
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

315
Asn

aminodacidos C-terminales fusionado a un dominio Fc

<400> 47

Ser
1
Asn

Gly
Ser
Asn

65
Val

Gly
Trp
Glu
Gly
50

Cys

Tyr

Arg
Glu
Gln
35

Thr
Tyr

Phe

Gly
Leu
20

Asp
Ile

Asp

Cys

Glu
Glu
Lys
Glu
Arg

Cys
85

Ala
Arg
Arg
Leu
Gln

70
Cys

Glu
Thr
Leu
Val
85

Glu

Glu

Thr
Asn
His
40

Lys

Cys

Gly

Arg
Gln
25

Cys
Lys

val

Asn

Glu
10

Ser
Tyr
Gly
Ala

Phe

Cys
Gly
Ala
Cys
Thr

75
Cys

Trp
80

Glu
Asn
Tyr
Pro
Phe
140
Val
Phe
Pro
Thr
Val
220
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
300
Gln

His

Ile
Leu
Ser
Trp
60

Glu

Asn

87

Leu
Glu
Glu
Glu
Pro
125
Pro
Thr
Asn
Arg
val
205
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
285
Phe

Gly

Tyr

Tyr
Glu
Trp
45

Leu

Glu

Glu

Asp
Asn
Arg
Proc
110
Cys
Pre¢
Cys
Trp
Glu
190
Leu
LAsn
Gly
Glu
Tyr
270
Asn
Phe

Asn

Thr

Tyr
Arg
30

Arg
Asp

Asn

Arg

Asp
Pro
Fhe
95

Pro
Pro
Lys
val
Tyr
175
Glu
His
Lys
Gln
Met
255
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
335

Asn
15

Cys
Asn
Asp

Pro

Phe

Phe
Gln
80

Thr
Pro
Ala
Pro
val
160
val
Gln
Gln
Ala
Pro
240
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

320
Lys

Ala
Glu
Ser
Phe
Gln

g0
Thr
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His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
100 105 110
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
115 120 125
Pr¢ Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
130 135 140
Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
145 150 155 160
Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
165 170 1785
Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
180 185 190
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
195 200 205
Ala Leu Pro Val Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
2190 215 220
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
225 230 235 240
Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
245 250 255
Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
260 265 270
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
275 280 285
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
290 295 300
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
305 310 315 320
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325

<210> 48

<211> 407

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>
<223> Proteina precursora GDF11 sin procesar en su longitud total (preproteina GDF11)

<400> 48

Met Val Leu Ala Ala Pro Leu Leu Leu Gly Phe Leu Leu Leu Ala Leu
1 5 10 15
Glu Leu Arg Pro Arg Gly Glu Ala Ala Glu Gly Pro Ala Ala Ala Ala
20 25 30
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly val Gly Gly Glu Arg Ser
35 40 45
Ser Arg Pro Ala Pro Ser Val Ala Pro Glu Pro Asp Gly Cys Pro Val
50 55 60
Cys Val Trp Arg Gln His Ser Arg Glu Leu Arg Leu Glu Ser Ile Lys
65 70 75 80
Ser Gln Ile Leu Ser Lys Leu Arg Leu Lys Glu Ala Pro Asn Ile Ser
85 S0 95
Arg Glu Val Val Lys Gln Leu Leu Pro Lys Ala Pro Pro Leu Gln Gln
100 105 110
Ile Leu Asp Leu His Asp Phe Gln Gly Asp Ala Leu Gln Pro Glu Asp
115 120 125
Phe Leu Glu Glu Asp Glu Tyr His Ala Thr Thr Glu Thr Val Ile Ser
130 135 140
Met 2la Gln Glu Thr Asp Pro Ala Val Gln Thr Asp Gly Ser Pro Leu
145 150 155 160
Cys Cys His Phe His Phe Ser Pro Lys Val Met Phe Thr Lys Val Leu

88



10

15

20

Lys Ala

val Tyr

Gln

Leu

165
Leu Trp
180

Gln Ile

195

Ala Gly
210
Lys Ile
225
Lys Gln

Ile Glu

Ser Leu

Gly
Glu
val
Ile

Gly

Gly Gly

Leu His

val
Leu
Gly

Ser

Tyr Leu

Leu
200
Arg

Arg

Gly
215

Arg Ser

230

His
245
Ala

Leu

Asn
260

Pro Gly

275

vVal Leu
290
Asp Glu
305
Asp Phe

Lys Ala

Tyr Pro

Glu

His

Glu

Asn

His

Asn Thr

Ser Ser

Ser
Phe
ala
Lys

Glu

Trr Phe

Asp Pro

Glu Gly
280
Arg Ser
295

Ser Arg

310

Ala Phe
325
Tyr Cys
340

Thr His

355

Gly Pro
370
Phe Asn
385

Val Asp

<210> 49
<211> 1221
<212> ADN

Cys
Asp

Arg

Cys Thr

Lys Gln

Gly
Ser
Leu
Pro

Gln

Trp Asp

Gly Gln

Val Gln
360
Thr Lys
375

Ile Ile

330

Cys Gly

405

<213> Desconocida

<220>

Cys

Ser

ES 2 884 095 T3

170

Arg Pro val

185
Lys

Pro Leu

Arg His Ile

Gly His Trp
235
Gln Pro
250

Gly

Arg
Ser Thr
265
Leu

His Pro

Arg Arg Asn

Cys Cys Arg
315
Ile Ile
330

Glu

Trp

Cys
345
Gln

Tyr

Ala Asn

Met Ser Pro

Tyr Gly Lys

395

Pro Arg

Pro

175

Ala Thr

150

Thr Gly
205
Arg Ile
220
Gln Ser

Gln Ser

Asp Leu

Glu
Arg
Ile
Asn

Ala

Gly Thr

Ser Leu
Phe
240
Gly

Asp

Trp
255

Val Thr

270

Phe Met
285
Leu Gly
300
Tyr Pro

Ala Pro

Met Phe

Glu
Leu
Leu
Lys

Met

Leu Arg

Asp Cys

Thr Vval
320
Arg Tyr
335

Gln Lys

350

Pro Arg
365
Ile Asn
380

Ile Pro

Gly
Met

Gly

Ser Ala

Leu Tyr

Met Val

400

<223> Proteina precursora GDF11 sin procesar en su longitud total (preproteina GDF11)

<400> 49

atggtgcteg
cggggggagy
gcgggagteyg
ggetgaceaey
tcgecagatet
aagcagctgc
ggcgacgege
accgtcatta
tgctgccatt
tgggtgtacc
aaacccctaa
atccgetcac
aagcaagtgc
gecctttgate
ctgcatccat
ggtctggact
gactttgagg
tgetooggec
caggecaate
aacatgctet

gtggateget
<210> 50

<211> 274
<212> PRT

cggeceecget
cggcecgagay
ggggggagcyg
tgtgegttty
tgagcaaact
tgcccaaggce
tgcagcccga
gcatggccca
ttcacttcag
tacggecectgt
ctggggaagy
tgaagattga
tacacagctg
ccagtggcac
tcatggagct
gcgacgagea
ctttcggctg
agtgcgagta
caagaggeto
acttcaatga

gtggetgete

<213> Homo sapiens

gctgetggge
cooccgeggcy
ctocagoecgy
geggeageac
gcggctcaag
gccgecgetg
ggacttcctg
ggagacggac
ccccaaggtg
acccecgeocca
gaccgcagygy
gectgeactea
gttcecgecag
agacctggct
tcgagtccta
ctcaagcgag
ggactggatc
catgttcatyg
tgetgggeoe
caagcagcag

t

ttceotgetee
gCcgygcgycagyg
ccagceeccgt
agecagegage
gaggcgocca
cagcagatcec
gaggaggacyg
ccagcagtac
atgttcacaa
gccacagtct
ggagggggcy
cgctcaggece
ccacagagca
gtcacctecece
gagaacacaa
tceogetget
atcgcaccta
caaaaatatc
tgttgtacce
attatctacg

tcgoecctgga
cggcggegge
cegtggogee
tgegectaga
acatcageeg
tggacctaca
agtaccacgc
agacagatgg
aggtactgaa
acctgcagat
gaggecgygcy
attggeagag
actggggeat
tggggeeggyg
aacgttcccg
gcecgatatce
agcgctacaa
cgcataccca
ccaccaagat
graagatcecce

89

gctgeggece
ggcggcagceyg
cgagoceggac
gageatcaag
cgaggtggtg
cgacttceag
caccaccgag
cagccctctc
ggcccagcetg
cttgcgacta
tcacatccgt
catcgactte
cgagatcaac
agccgagggg
gcggaacctg
cctcacagtg
ggccaactac
tttggtgcag
gtccccaate
tggcatggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
9260
1020
1080
1140
1200

1221
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15

20
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Ala Ala
10

Arg

Ala
Ser Pro
25

Cys

Val Trp

Ser Gln Ile

Glu val
75

Asp

Arg
Ile Leu
30

Phe Leu
105
Met

Glu

Ala Gln

Cys Cys His

Ala Gln
155
Leu

Lys
Val Tyr
170
Ala Gly
185

Lys

Gly

Ile Glu

Lys Gln Vval

Ile Glu Ile
235
Leu Gly
250

Leu

Ser

Val
265

Glu

gcggcggcgg
gtggcgcccy
cgcctagaga
atcagcecgeg
gacctacacg

taccacgcca
acagatggea
gtactgaagyg
ctgcagatct
ggceggegte
tggcagagca
tggggcateg
gggccgggag
cgttecegge

<220>
<223> Propéptido GDF11 de proteina humana GDF11
<400> 50
Ala Glu Gly Pro Ala Ala Ala Ala
1 5
Ala Gly Val Gly Gly Glu Arg Ser
20
Pro Glu Pro Asp Gly Cys Pro Val
35 40
Glu Leu Arg Leu Glu Ser Ile Lys
50 55
Leu Lys Glu Ala Pro Asn Ile Ser
65 70
Pro Lys Ala Pro Pro Leu Gln Gln
85
Gly Asp Ala Leu Gln Pro Glu Asp
100
Ala Thr Thr Glu Thr Val Ile Ser
115 120
Val Gln Thr Asp Gly Ser Pro Leu
130 135
Lys Val Met Phe Thr Lys Val Leun
145 150
Arg Pro Val Pro Arg Pro Ala Thr
165
Lys Pro Leu Thr Gly Glu Gly Thr
180
Arg His Ile Arg Ile Arg Ser Leu
195 200
Gly His Trp Gln Ser Ile Asp Phe
210 215
Arg Gln Pro Gln Ser Asn Trp Gly
225 230
Ser Gly Thr Asp Leu Ala Val Thr
245
Leu His Pro Phe Mat Glu Leu Arg
260
Arg Arg
<210> 51
<211> 822
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Propéptido GDF11 de proteina humana GDF11
<400> 51
gccgagggcc ccgcggcggc ggcggcggcy
ggggagcget ccagocggcc agccccgtec
tgcgtttgge ggcagcacag ccgcgagctg
agcaaactge ggctcaagga ggcgeccaac
coccaaggoge cgocgcetgea gcagatccetg
cagccecogagyg acttcoctgga ggaggacgag
atggcccagg agacggaccce agcagtacag
cactteagee ccaaggtgat gttcacaaag
cggcetgtac cecegeccage cacagtctac
ggggaaggga ccgcaggggyg agggggcgga
aagattgage tgcactcacg ctcaggcecat
cacagetggt tccogocagec acagagcaac
agtggcacag acctggctgt cacctecctg
atggagette gagtcctaga gaacacaaaa
<210> 52
<211> 109
<212> PRT

Ala Ala

Ala Pro

30
Gln
45
Ser

Arg

Leu
60
val Lys

Leu His

Glu Asp

Ala
Ser
His
Lys
Gln
Asp

Glu

Ala
15
val

Ala
Ala
Ser Arg
Leu Arg
Leu

80Q
Gln

Leu

Phe
95

Tyr His

110

Thr
125
His

Glu

Phe
140
Leu Trp

Gln Ile

Gly Gly

Asp
Phe
Val
Leu

Gly

Pro Ala

Ser Pro

Leu
160
Leu

Tyr

Arg
175

Gly Arg

130

His
205
His

Leu

Leu
220
Asn Ala

Pro Gly

Asn Thr

Ser
Ser
Phe
Ala

Lys

Arg Ser

Trp Phe
Pro
240
Gly

Asp

Glu
255

Arg Ser

270

cggcagcggc
agccggacgg
gcatcaagtc
aggtggtgaa
acttecaggg

ccaccgagac
gcecctcetetg
cocagekbgtg
tgcgactaaa
acatccgtat
tcgacttcaa
agatcaacgg
ccgaggggct
qg

90

gggggtcggy
ctgececeegtyg
gcagatcttg
gcagcetgetyg
cgacgegetg

cgtecattage
ctgeccatttt
ggtgtaccta
acccctaact
ccgctcactg
gcaagtgcta
ctttgatcee
gcatccatte

60

120
1380
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
822
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<213> Homo sapiens

<220>

<223> Proteina GDF11 humana madura

<400> 52

Asn Leu
1
Arg Tyr
Ile Ala

35
Met
50

Pro

Tyr

Asn
65

Pro Ile

Lys Ile
<210> 53

<211> 327
<212> ADN

Gly
Pro
Pro
Phe
Arg
Asn

Pro

Leu Asp

Leu Thr
20
Lys Arg

Met Gln

Gly Ser

Met Leu

Gly Met

100

<213> Homo sapiens

<220>

Cys
Val
Tyr
Lys
Ala
70

Tyr

val

Asp Glu

Asp Phe
Ala
40

Pro

Lys

Tyr
55
Gly Pro

Phe Asn

Val Asp

ES 2 884 095 T3

Ser Ser
10

Ala

His

Glu
25
Asn

Phe

Tyr Cys

His Thr His
Thr
75

Gln

Cys Cys

Asp Lys
90
Arg Cys
105

Gly

<223> Propéptido GDF11 de proteina humana GDF11

<400> 53

aacctgggtc
acagtggact
aactactgct
gtgcagcagg
ccaatcaaca
atggtagtag

tggactgcga
ttgaggettt
ccggcecagtg
ccaatccaag
tgctcetactt
atcgeotgtgg

cgagcactca
cggetgggac
cgagtacatg
aggctctget
caatgacaag
ctgectot

agcgagtccc
tggatcateg
ttcatgcaaa
gggccectgtt
cagcagatta

Glu Ser

Gly Trp

Ser Gly
45
Leu Val
60
Pro Thr

Gln Ile

Cys Ser

gctgectgecg
cacctaageg
aatatccgca
gtacccccac
tctacggeaa

91

Arg
Asp
Gln
Gln
Lys

Ile

Cys
15
Trp

Cys
Ile

Cys Glu

Gln Ala

Met Ser
80
Tyr Gly
95

atatccectc
ctacaaggcce
tacccatttg
caagatgtcc
gatccetgge

60

120
180
240
300
327
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de ActRII para su uso en un método para tratar el trastorno mineral y 6seo asociado a la
enfermedad renal crénica (CKD-MBD) en un sujeto, donde dicho inhibidor de ActRIl es un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de:

10

15

20

25

30

35

a) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
b) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
c) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:2;
d) SEQ ID NO:2;

e) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
f) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
g) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:3;
h) SEQ ID NO:3;

i) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:7;

j) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:7;

k) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:7;
1) SEQ ID NO:7;

m) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
n) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
0) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:12;
p) SEQ ID NO:12;

q) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
r) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
s) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:17;
t) SEQ ID NO:17;

u) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
v) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
w) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:20;
x) SEQ ID NO:20;

y) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
z) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
aa) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:21;
bb) SEQ ID NO:21;

cc) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
dd) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
ee) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:23;
ff) SEQ ID NO:23;

g9) 90 % idéntica a la SEQ ID NO:25;
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hh) 95 % idéntica a la SEQ ID NO:25;
ii) 98 % idéntica a la SEQ ID NO:25; y
ii) SEQ ID NO:25.

2. El inhibidor de ActRII para su uso de la reivindicacién 1, donde dicho inhibidor de ActRIl es un polipéptido
que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7.

3. El inhibidor de ActRII para su uso de la reivindicacién 1, donde dicho inhibidor de ActRIl es un polipéptido
que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 25.

4. El inhibidor de ActRII para su uso de la reivindicacion 1, donde dicho inhibidor de ActRII es un polipéptido
que comprende: (i) la secuencia de amino&cidos SEQ ID NO: 23; (ii) un conector; y (iii) una porcion Fc de 1gG1.

5. El inhibidor de ActRII para su uso de la reivindicacion 1, donde dicho inhibidor de ActRII es un polipéptido
que consiste en: (i) la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 23; (ii) un conector; y (iii) una porcién Fc de IgG1.

6. El inhibidor de ActRIl para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el CKD-MBD
es una forma de trastorno 6seo adinamico de CKD-MBD.

7. El inhibidor de ActRIl para su uso de la reivindicacién 6, donde el trastorno 6seo adinamico esta
caracterizado por la ausencia de incorporacion de tetraciclina en el hueso mineralizado.

8. El inhibidor de ActRIl para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el CKD-MBD
es una forma de bajo recambio 6seo de CKD-MBD.

9. El inhibidor de ActRII para su uso de la reivindicaciéon 8, donde la forma de bajo recambio 6seo de de
CKD-MBD es osteomalacia.

10. El inhibidor de ActRII para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el inhibidor de
ActRIl se administra por via parenteral.

11. El inhibidor de ActRII para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el sujeto tiene
menos de 18 afnos.

12. El inhibidor de ActRII para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el sujeto tiene
enfermedad renal en etapa terminal.

13. El inhibidor de ActRIl para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el sujeto se
estd sometiendo a didlisis.

14. El inhibidor de ActRII para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el sujeto tiene
una enfermedad renal crénica.

15. El inhibidor de ActRIl para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la enfermedad
renal cronica ha alcanzado la etapa 3, la etapa 4, la etapa 5 o la etapa 5D.

16. El inhibidor de ActRIl para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la enfermedad
renal cronica es una enfermedad renal en etapa terminal.
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Dias después del tratamiento inicial
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FIGURA 2
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Simulado

FIGURA 7



ES 2 884 095 T3

]

(wuw) jeanu09 10sadsy

101

0,18 -

5]

W CKD A

-
n?

& CKD VEH

&SIMULADO VEH %s:MULAnoi;

Lo Bl

FArf

E¥4

p<0,01 contra VEH

Ve

FIGURA 8



wy = W ] w (=] Ve =
e " 'o CON ~ . -,

nnnnnnnn

QQQQQQQQQ



ES 2 884 095 T3

0,12

0,11

0,10

< L S
<

0,09
0,06

= =

(ww) yr.q7

103

0,05

0,04

<% LR

& Simulado VEH E3Simulado "+

[ |
=
4 o
R

& CKD VEH

*=p <0,01

FIGURA 10



ES 2 884 095 T3

Niveles de calcio adrtico en el grupo mActRIIA-Fc
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