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DESCRIPCION
Procedimientos para aumentar los niveles de glébulos rojos y tratar la drepanocitosis
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad a las solicitudes provisionales de los EE. UU. con n.° de serie 61/981
519, depositada el 18 de abril de 2014, 61/984 393, depositada el 25 de abril de 2014, 62/011 482, depositada el 12
de junio de 2014, 62/036 066, depositada el 11 de agosto de 2014 y 62/088 374, depositada el 5 de diciembre de
2014.

ANTECEDENTES

La hematopoyesis es la formacion de componentes celulares de la sangre a partir de células madre hematopoyéticas
autorrenovables ubicadas principalmente en la médula 6sea, el bazo o los ganglios linfaticos durante la vida posnatal.
Las células sanguineas se pueden clasificar como pertenecientes al linaje linfocitico, linaje mielocitico o linaje eritroide.
Mediante un proceso conocido como linfopoyesis, las células progenitoras linfoides comunes dan lugar a linfocitos T,
linfocitos B, linfocitos citoliticos naturales y células dendriticas. Mediante un proceso denominado mielopoyesis, las
células progenitoras mieloides comunes dan lugar a macréfagos, granulocitos (baséfilos, neutrofilos, eosindfilos y
mastocitos) y trombocitos (plaquetas). Por ultimo, mediante un proceso conocido como eritropoyesis, las células
progenitoras eritroides dan lugar a glébulos rojos (eritrocitos).

La eritropoyesis posnatal se produce principalmente en la médula ésea y en la pulpa roja del bazo. La accion
coordinada de diversas vias de transduccion de sefiales controla el equilibrio de la proliferacion, diferenciacion,
supervivencia y muerte celulares. En condiciones normales, los gloébulos rojos se producen a una velocidad que
mantiene una masa de gloébulos rojos constante en el cuerpo, y la produccién puede aumentar o disminuir en respuesta
a diversos estimulos, que incluyen tensién de oxigeno o demanda tisular aumentadas o disminuidas. El proceso de la
eritropoyesis comienza con la formacién de células precursoras que han adquirido un compromiso de linaje y avanza
a través de una serie de distintos tipos de células precursoras. Las etapas finales de la eritropoyesis se producen a
medida que se liberan reticulocitos en la circulaciéon sanguinea y pierden sus mitocondrias y ribosomas a la vez que
adoptan la morfologia de los globulos rojos maduros. Un nivel elevado de reticulocitos, o una relacion elevada de
reticulocito:eritrocito, en la sangre es indicativo de velocidades de produccién de glébulos rojos aumentadas. El glébulo
rojo (RBC) maduro es responsable del transporte de oxigeno en los aparatos circulatorios de los vertebrados. Los
glébulos rojos contienen concentraciones altas de hemoglobina, una proteina que se une al oxigeno en los pulmones
a una presion parcial de oxigeno (pO2) relativamente alta y suministra oxigeno a areas del cuerpo con pO:2
relativamente baja.

La eritropoyetina (EPO) es ampliamente conocida como un regulador positivo importante de la eritropoyesis posnatal
en vertebrados. La EPO regula la respuesta eritropoyética compensadora a la tensién de oxigeno tisular reducida
(hipoxia) y a niveles de glébulos rojos bajos o niveles de hemoglobina bajos. En los seres humanos, los niveles de
EPO elevados favorecen la formacién de glébulos rojos estimulando la generacion de progenitores eritroides en la
médula 6sea y el bazo. En los ratones, la EPO mejora la eritropoyesis principalmente en el bazo.

Los efectos de la EPO estan mediados por un receptor de la superficie celular que pertenece a la superfamilia de los
receptores de citocinas. El gen del receptor de EPO humana codifica una proteina transmembranaria de 483
aminoacidos; sin embargo, se cree que el receptor de EPO activo existe como un complejo multimérico incluso en
ausencia de ligando (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 6 319 499). El receptor de EPO de longitud completa
clonado expresado en células de mamifero une EPO con una afinidad similar a la del receptor natural en células
progenitoras eritroides. La uniéon de EPO a su receptor provoca un cambio conformacional que da como resultado la
activacion del receptor y efectos bioldgicos que incluyen proliferacion de eritroblastos inmaduros aumentada,
diferenciacion de eritroblastos inmaduros aumentada y apoptosis en células progenitoras eritroides reducida [véase,
p. €j., Liboi y col., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355; Koury y col., 1990, Science 248:378-381].

Los médicos usan diversas formas de EPO recombinante para aumentar los niveles de gldbulos rojos en un abanico
de entornos clinicos, particularmente en el tratamiento de la anemia. La anemia es una afeccién ampliamente definida
caracterizada por niveles de hemoglobina o glébulos rojos en la sangre inferiores a los normales. En algunos aspectos,
la anemia es provocada por un trastorno primario en la produccion o supervivencia de los glébulos rojos (p. €j.,
drepanocitosis). Mas habitualmente, la anemia es secundaria a enfermedades de otros sistemas [véase, p. €.,
Weatherall y Provan (2000) Lancet 355, 1169-1175]. La anemia puede ser consecuencia de una velocidad de
produccién reducida o una velocidad de destruccion aumentada de los glébulos rojos o de la pérdida de glébulos rojos
debido a hemorragia. La anemia puede ser consecuencia de un abanico de trastornos que incluyen, por ejemplo,
insuficiencia renal aguda o crénica o nefropatia terminal, tratamiento quimioterapico, un sindrome mielodisplasico,
artritis reumatoide y trasplante de médula 6sea.

El tratamiento con EPO provoca tipicamente un aumento en la hemoglobina de aproximadamente 1-3 g/dL en seres
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humanos sanos a lo largo de un periodo de semanas. Cuando se administra a individuos anémicos, esta pauta
terapéutica proporciona a menudo aumentos sustanciales en los niveles de hemoglobina y glébulos rojos y conduce
a mejoras en la calidad de vida y supervivencia prolongada. Sin embargo, la EPO no es efectiva de manera uniforme
y muchos individuos son resistentes incluso a dosis altas [véase, p. €j., Horl y col. (2000) Nephrol Dial Transplant 15,
43-50]. Por ejemplo, mas de 50 % de los pacientes con cancer tienen una respuesta inadecuada a la EPO y
aproximadamente 10 % con nefropatia terminal son hiposensibles a la EPO [véase, p. €j., Glaspy y col. (1997) J Clin
Oncol 15, 1218-1234; Demetri y col. (1998) J Clin Oncol 16, 3412-3425], y menos de 10 % con sindromes
mielodisplasicos responden favorablemente a la EPO [véase, p. €j., Estey (2003) Curr Opin Hematol 10, 60-670].
Aunque los mecanismos moleculares de resistencia a la EPO siguen sin estar claros, varios factores, que incluyen
inflamacion, ferropenia e hipovitaminosis, didlisis inadecuada, toxicidad por aluminio e hiperparatiroidismo, pueden
predecir una respuesta terapéutica deficiente. Ademas, los datos recientes sugieren que las dosis superiores de EPO
pueden estar asociadas a un riesgo de morbilidad cardiovascular, crecimiento tumoral y mortalidad aumentado en
algunas poblaciones de pacientes [véase, p. €j., Krapf y col. (2009) Clin J Am Soc Nephrol 4:470-480; Glaspy (2009)
Annu Rev Med 60:181-192]. Por lo tanto, se ha recomendado que los compuestos terapéuticos a base de EPO (p. €j.,
agentes estimulantes de la eritropoyetina, ESA) se administren a la dosis minima que permita evitar las transfusiones
de glébulos rojos a un paciente [véase, p. €j., Jelkmann y col., 2008, Crit Rev Oncol. Hematol 67:39-61].

La drepanocitosis es un trastorno sanguineo hereditario caracterizado por glébulos rojos que asumen una forma
falciforme, rigida y anémala [véase, p. €j., Eaton y col. (1990) Adv Protein Chem, 40: 63-279; Steinberg, MH (1999) N
Engl J Med 340(13): 1021-1030 y Ballas y col. (1992) Blood, 79(8) 2154-63]. Se cree que la pérdida de elasticidad de
los glébulos rojos es fundamental para la fisiopatologia de la drepanocitosis. Los gldbulos rojos normales son bastante
elasticos, lo que permite que los globulos rojos se deformen al pasar a través de los capilares. En la drepanocitosis,
la tensidon de oxigeno baja favorece la falciformacion de los glébulos rojos y los episodios repetidos de lesion por
falciformacion dafian la membrana celular y, por tanto, reducen la elasticidad de la célula. Asimismo, los drepanocitos
a menudo no vuelven a una forma normal cuando se restablece la tension de oxigeno normal. Como consecuencia,
estas células sanguineas rigidas son incapaces de deformarse a medida que pasan a través de capilares estrechos,
lo que da como resultado (vaso)oclusion e isquemia. Asimismo, los drepanocitos son mas propensos a hemolisis que
los glébulos rojos normales, lo que da como resultado una incidencia alta de anemia en sujetos con drepanocitosis.

La drepanocitosis esta caracterizada por diversas complicaciones agudas y crénicas, que estan asociadas a morbilidad
y mortalidad significativas en el sujeto afectado [véase, p. €j., Kassim y col. (2013) Annu Rev Med, 64: 451-466]. Los
términos “crisis drepanocitica” o “crisis de falciformacion” se pueden usar para describir varias complicaciones agudas
independientes que se producen en pacientes con drepanocitosis que incluyen, por ejemplo, crisis de dolor, crisis
dolorosa, crisis de anemia, crisis vasooclusiva, crisis aplasica crisis, crisis de secuestro (p. €j., esplénico y/o hepatico)
y crisis hemolitica. Estas complicaciones de las crisis drepanociticas estdn asociadas a una incidencia alta de, p. €j.,
accidente cerebrovascular, hipertensioén pulmonar, sindrome toracico (agudo), esplenomegalia, sobrecarga de hierro,
lesion de érganos, insuficiencia renal, anemia y necesidades de transfusion de sangre y tratamiento del dolor. Tales
complicaciones contribuyen la esperanza de vida acortada y la morbilidad aumentada en sujetos con drepanocitosis.

Hay una gran necesidad insatisfecha de terapias efectivas para la drepanocitosis y sus complicaciones. Se ha
observado que los niveles de EPO endégena son habitualmente elevados en pacientes con drepanocitosis [véase,
p. €j., Dale y col. (1998) Lancet, 352: 566-567]. Por lo tanto, no es sorprendente que los agentes terapéuticos a base
de EPO hayan tenido resultados mixtos en lo que respecta al tratamiento de la drepanocitosis. Por ejemplo, algunos
pacientes parecen no ser sensibles a la EPO en lo que respecta al tratamiento de la anemia inducida por drepanocitos,
particularmente los pacientes que padecen nefropatia terminal [véase, p. €j., Zumrutdal y col. (2010) NDT Plus, 3 (3):
328-330]. Asimismo, se ha observado que los agentes terapéuticos a base de EPO agravan otros aspectos de la
drepanocitosis, tales como las crisis vasooclusivas (p. €j., lo que conduce a un aumento del dolor vasooclusivo y/o la
hipertension) [véase, p. €j., Little y col. (2006) Haematologica, 91 (8): 1076-1083].

Por tanto, un objetivo de la presente descripcion es proporcionar procedimientos alternativos para aumentar los niveles
de glébulos rojos y/o abordar otras complicaciones de la drepanocitosis.

RESUMEN DE LA PRESENTE DESCRIPCION

A este respecto, la presente descripcidon proporciona una composiciéon para uso en un procedimiento para tratar o
impedir una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto, comprendiendo el procedimiento administrar la
composicion a un sujeto, donde la composicion comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién se
selecciona del grupo que consiste en crisis de dolor, vasooclusion y crisis vasooclusiva, donde el antagonista de ActRII
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la
posicion que corresponde a la posicion 79 de la SEQ ID NO: 1; donde el polipéptido se une a GDF8 y/o GDF11. En
un aspecto, la complicacidon es crisis de dolor. En un aspecto, la complicacién de la drepanocitosis es crisis
vasooclusiva. En un aspecto, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el aminoacido
acido es un acido glutamico o un acido aspartico. En un aspecto, el aminoacido acido es un acido glutamico. En un
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aspecto, el aminoacido acido es un acido aspartico. En un aspecto, el polipéptido es: un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44 o que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44; o un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 45 o que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45. En un aspecto, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 45. En un aspecto, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44. En un
aspecto, el polipéptido es una proteina de fusion que comprende ademas uno o mas dominios polipeptidicos
heterélogos que mejoran una o mas de: semivida in vivo, semivida in vitro, administracion, ubicacion o distribucion
tisular, formacion de complejos proteicos y purificacién, donde el dominio polipeptidico heterélogo se selecciona de
entre: un dominio Fc de inmunoglobulina y una albumina sérica. En un aspecto, el dominio Fc de inmunoglobulina: a)
es un dominio Fc de IgG1; o b) comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEQ ID NO: 15 o
16. En un aspecto, la proteina de fusion comprende ademas un dominio de enlazador situado entre el dominio
polipeptidico y el dominio Fc de inmunoglobulina. En un aspecto, el polipéptido comprende una o mas modificaciones
de aminoacidos seleccionadas de entre: un aminoacido glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido
farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a un resto lipidico y un
aminoacido conjugado a un agente de derivatizacién organico. En un aspecto, el procedimiento comprende ademas
administrar uno o mas tratamientos complementarios para la drepanocitosis, donde el tratamiento complementario: a)
es transfusion con glébulos rojos; b) comprende la administracién de un agente quelante de hierro o multiples agentes
quelantes de hierro; ¢) comprende la administraciéon de eritropoyetina, epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta,
epoetina omega, darbepoetina alfa o metoxi-polietilenglicol epoetina beta; y/o d) comprende la administracién de
hidroxiurea. En un aspecto, el tratamiento complementario comprende la administracion de hidroxiurea.

En parte, la descripcion proporciona procedimientos para tratar la drepanocitosis (SCD), particularmente para tratar o
impedir una o mas complicaciones de la SCD, con uno o mas antagonistas de ActRIl. Los antagonistas de ActRIl de
la descripcidn incluyen, por ejemplo, agentes que pueden inhibir la activacion mediada por un receptor ActRII (p. €j.,
un receptor ActRIIA y/o ActRIIB) de una via de transduccion de sefiales (p. €j., la activacion de la transduccién de
sefales a través de mediadores intracelulares, tales como SMAD 1, 2, 3, 5 y/u 8); agentes que pueden inhibir, p. €j.,
la unién a, y/o activacion de, un receptor ActRIl por uno o mas ligandos de ActRII (p. ej., activina A, activina B, activina
AB, activina C, activina E, GDF11, GDF8, BMP6, BMP7, Nodal, etc.); agentes que inhiben la expresiéon (p. €j.,
transcripcion, traduccion, secrecion celular o combinaciones de las mismas) de un ligando de ActRII y/o un receptor
ActRIl; y agentes que pueden inhibir uno o mas mediadores intracelulares de la via de transduccion de sefiales del
ActRII (p. ej., SMAD 1, 2, 3, 5 y/u 8).

En algunos aspectos, la descripcidn se refiere a un antagonista de ActRIl para uso en una composicién para uso en
el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita. Segin un aspecto, la descripcion se refiere a un
antagonista de ActRII para la fabricacion de un medicamento para tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita.
En algunos aspectos, la descripcién se refiere a un antagonista de ActRIl para uso en una composicion para uso en
el tratamiento de una o mas complicaciones de la drepanocitosis. Segun un aspecto, la descripcion se refiere a un
antagonista de ActRIl para la fabricacion de un medicamento para tratar una o mas complicaciones de la
drepanocitosis en un sujeto que lo necesita. En algunos aspectos, la descripcion se refiere a un antagonista de ActRII
para uso en una composicion para uso en la prevencion de una o mas complicaciones de la drepanocitosis. Segun un
aspecto, la descripcion se refiere a un antagonista de ActRII para la fabricacion de un medicamento para impedir una
0 mas complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita.

En particular, la descripcion proporciona procedimientos para usar un antagonista de ActRIl, o0 una combinacion de
antagonistas de ActRIl, para tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis que incluyen, por ejemplo,
anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de
transfusion de sangre, lesién de 6rganos, necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de secuestro esplénico,
crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad pulmonar
falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga de hierro
y complicaciones de la sobrecarga de hierro (p. €j., insuficiencia cardiaca congestiva, arritmia cardiaca, infarto de
miocardio, otras formas de cardiopatia, diabetes sacarina, disnea, hepatopatia y efectos adversos de la terapia de
quelacion de hierro), infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o crénica, pielonefritis, aneurisma, accidente
cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular,
isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona procedimientos para usar un antagonista de ActRIl, o una combinacion de antagonistas de
ActRII, para tratar o impedir la oclusién vascular (vasooclusion) en un paciente con drepanocitosis que lo necesita, asi
como diversas complicaciones asociadas a la vasooclusion en un paciente con drepanocitosis (p. €j., crisis de
vasooclusion, crisis de dolor, etc.). En algunos aspectos, la descripcién proporciona procedimientos para usar un
antagonista de ActRIl, o una combinacion de antagonistas de ActRIl, para tratar o impedir la anemia en un paciente
con drepanocitosis que lo necesita, asi como diversas complicaciones asociadas a la anemia en un paciente con
drepanocitosis (p. €j., crisis aplasica, crisis hiperhemolitica, etc.). En tales procedimientos, los antagonistas de ActRII
se pueden usar para aumentar los niveles de gloébulos y a la vez reducir la necesidad de transfusiones de glébulos
rojos y/o terapia de quelacién de hierro y reducir de ese modo la morbilidad y mortalidad asociadas a la acumulacion
de hierro en tejidos/érganos vulnerables. En tales procedimientos, los antagonistas de ActRIl también se pueden usar
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para reducir la necesidad de otros tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis [p. €j., tratamiento con
hidroxiurea, tratamiento con una EPO u otro agonista de la EPO y/o tratamiento del dolor (p. €j., tratamiento con uno
o mas de agentes analgésicos opioides, antinflamatorios no esteroideos y/o corticosteroides)]. En parte, los
antagonistas de ActRIl se pueden usar en combinaciéon con tratamientos complementarios existentes para la
drepanocitosis que incluyen, por ejemplo, transfusién de glébulos rojos, terapia de quelacion de hierro, terapia con
hidroxiurea, terapia con EPO o agonistas de la EPO y/o terapia de tratamiento del dolor. Opcionalmente, los
antagonistas de ActRIl de la descripcidon se pueden usar para reducir la cantidad, duracién, etc., de un tratamiento
complementario existente para la drepanocitosis. Por ejemplo, aunque la transfusion de glébulos rojos y la terapia de
quelaciéon de hierro pueden ayudar a tratar ciertas complicaciones de la drepanocitosis, en ocasiones dan como
resultado efectos secundarios adversos. Por lo tanto, en ciertos aspectos, los antagonistas de ActRIl como se
describen en esta solicitud se pueden usar para reducir la cantidad de un segundo tratamiento complementario, p. €j.,
reducir la carga de transfusion de células sanguineas o reducir la dosis de un agente terapéutico de quelaciéon. En
ciertos aspectos, la descripciéon proporciona usos de un antagonista de ActRIl, o una combinacién de antagonistas de
ActRIl, (opcionalmente en combinaciéon con uno o mas tratamientos complementarios para la drepanocitosis) para
fabricar un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la drepanocitosis, particularmente una o mas
complicaciones de la drepanocitosis como se describen en esta solicitud.

En parte, los ejemplos de la presente solicitud demuestran que los antagonistas de ActRIl se pueden usar para
aumentar diversos parametros de los glébulos rojos (p. €j., los niveles de glébulos rojos, niveles de hemoglobina,
niveles de hematocrito, etc.) y tratar la anemia como consecuencia de diversos trastornos/afecciones. Los ejemplos
de la descripcion demuestran ademas que se puede usar un antagonista de ActRIl para tratar la drepanocitosis. En
particular, la descripcion demuestra que una trampa de GDF (que comprende un dominio extracelular soluble de un
polipéptido de ActRIIB que tiene un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1), cuando se
administra in vivo, aumenta los niveles de glébulos rojos en sujetos normales y sanos, asi como en un modelo animal
de drepanocitosis. Por consiguiente, los datos de esta solicitud indican que los antagonistas de ActRIl se pueden usar
para tratar o impedir la anemia en pacientes con drepanocitosis. Sorprendentemente, ademas de aumentar
directamente los niveles de glébulos rojos, los datos de la descripcion indican que la trampa de GDF también mejora
la morfologia de los glébulos rojos. Esta mejora observada en la morfologia de los glébulos rojos indica que la terapia
con antagonistas de ActRIl también se puede usar para tratar o impedir diversas complicaciones de la drepanocitosis
distintas de la anemia que incluyen, por ejemplo, complicaciones derivadas de la oclusion vascular (también
denominada vasooclusion). En algunos aspectos, estas complicaciones asociadas son de igual o mayor importancia
para la salud y calidad de vida de pacientes con drepanocitosis que el estado anémico. En conjunto, estos datos
indican, por lo tanto, que los antagonistas de ActRIl de la presente descripciéon se pueden usar para tratar o impedir
diversas complicaciones de la drepanocitosis que incluyen, por ejemplo, anemia, crisis de anemia, esplenomegalia,
crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusién de sangre, lesiéon de érganos,
necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis
de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia
hepatica, hepatomegalia, secuestro hepético, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o
cronica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa,
hemorragia vitrea y/o priapismo.

En ciertos aspectos, los antagonistas de ActRII preferidos para ser usados segun los procedimientos descritos en esta
solicitud son agentes que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 y/o GDF8 (p. €j., un agente que inhibe la activacion mediada
por GDF11 y/o GDF8 de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefales a
través de SMAD 2/3). Tales agentes se denominan colectivamente antagonistas de GDF-ActRIl. Opcionalmente, tales
antagonistas de GDF-ActRII pueden inhibir ademas uno o mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina
E, GDF11, GDF8, BMP6, BMP7 y Nodal. Por lo tanto, en algunos aspectos, la descripcion proporciona procedimientos
para usar uno o mas antagonistas de ActRIl, que incluyen, por ejemplo, polipéptidos de ActRIIA solubles, polipéptidos
de ActRIIB solubles, polipéptidos de trampa de GDF, anticuerpos anti-ActRIIA, anticuerpos anti-ActRIIB, anticuerpos
antiligando del ActRII (p. €j., anticuerpos anti-GDF1, anticuerpos anti-GDF8, anticuerpos anti-activina A, anticuerpos
anti-activina B, anticuerpos anti-activina AB, anticuerpos anti-activina C, anticuerpos anti-activina E, anticuerpos anti-
BMP6, anticuerpos BMP7 y anticuerpos anti-Nodal), inhibidores de molécula pequefia de ActRIIA, inhibidores de
molécula pequefia de ActRIIB, inhibidores de molécula pequefia de uno o mas ligandos de ActRII (p. €j., activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina E, GDF11, GDF8, BMP6, BMP7, Nodal, etc.), nucleétidos inhibidores
(inhibidores a base de nucledtidos) de ActRIIA, nucledtidos inhibidores de ActRIIB, nucledtidos inhibidores de uno o
mas ligandos de ActRII (p. €j., activina A, activina B , activina AB, activina C, activina E, GDF11, GDF8, BMP6, BMP7,
Nodal, etc.), o combinaciones de los mismos, para aumentar los niveles de glébulos rojos y/o los niveles de
hemoglobina en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo necesita, tratar la
drepanocitosis en un sujeto que lo necesita o tratar una o mas complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que
lo necesita. En ciertos aspectos, los antagonistas de ActRII que se van a usar segun los procedimientos descritos en
esta solicitud no se unen sustancialmente a, y/o inhiben, la activina A (p. €j., la activacién mediada por activina A de
la transduccion de sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3).

En parte, la presente descripcion demuestra que un antagonista de ActRIl que comprende una variante del dominio
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 845 650 T3

de ActRIIB extracelular (soluble) que se une a, e inhibe la actividad de, el GDF11 (p. €j., la transduccion de sefiales
de ActRIIA y/o ActRIIB mediada por GDF11, tal como la transduccion de sefales a través de SMAD 2/3) se puede
usar para aumentar los niveles de glébulos rojos in vivo, tratar la anemia como consecuencia de diversas
afecciones/trastornos y tratar la drepanocitosis (p. ej., aumentar los niveles de glébulos rojos y mejorar la morfologia
de los glébulos rojos en pacientes con drepanocitosis). Por lo tanto, en ciertos aspectos, los antagonistas de ActRII
preferidos que se van a usar segun los procedimientos descritos en esta solicitud (p. €j., procedimientos para aumentar
los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, procedimientos para tratar la anemia en un sujeto que lo
necesita, procedimientos tratar la drepanocitosis, procedimientos para tratar o impedir una o mas complicaciones de
la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita, etc.) son polipéptidos de ActRII solubles (p. €j., polipéptidos de ActRIIA
o ActRIIB solubles) que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 (p. €j., la activacion mediada por GDF11 de la transduccion
de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3). Aunque los
antagonistas de ActRIIA solubles y ActRIIB ActRlIl solubles pueden influir en la formacion y/o morfologia de los glébulos
rojos a través de un mecanismo diferente del antagonismo del GDF11, la descripcién demuestra, no obstante, que se
pueden seleccionar agentes terapéuticos deseables, en lo que respecta a los procedimientos descritos en esta
solicitud, en base al antagonismo del GDF11 o al antagonismo de ActRIl o ambos. Opcionalmente, tal antagonista de
polipéptidos de ActRII solubles se puede unir ademas a, y/o inhibir, el GDF8 (p. €j., inhibir la activacion mediada por
GDF8 de la transduccién de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de senales a través de SMAD
2/3). En algunos aspectos, los polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB solubles de la descripcidn que se unen a, y/o inhiben,
el GDF11 y/o GDF8 se pueden unir ademas a, y/o inhibir, uno o mas ligandos de ActRIl adicionales seleccionados de
entre: activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y Nodal.

En ciertos aspectos, la presente descripcién proporciona trampas de GDF que son variantes de polipéptidos de ActRIIB
(p. €j., polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB), que incluyen polipéptidos de ActRIl que tienen truncamientos amino- y
carboxiterminales y/u otras alteraciones de la secuencia (una o mas sustituciones, adiciones, eliminaciones o
combinaciones de las mismas). Opcionalmente, las trampas de GDF de la descripcidon se pueden disefiar para
antagonizar preferentemente uno o mas ligandos de receptores ActRIl, tales como GDF8 (también denominado
miostatina), GDF11, Nodal, BMP6 y BMP7 (también denominada OP-1). Como se describe en esta solicitud, los
ejemplos de trampas de GDF incluyen un conjunto de variantes derivadas de ActRIIB que tienen afinidad muy reducida
por la activina, particularmente la activina A. Estas variantes presentan efectos deseables sobre los glébulos rojos a
la vez que reducen los efectos sobre otros tejidos. Los ejemplos de tales variantes incluyen aquellas que tienen un
aminoacido acido [p. ej., acido aspartico (D) o acido glutamico (E)] en la posicion que corresponde a la posicion 79 de
la SEQ ID NO: 1. En ciertos aspectos, las trampas de GDF preferidas para ser usadas segun los procedimientos
descritos en esta solicitud (p. €j., procedimientos para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo
necesita, procedimientos para tratar la anemia en un sujeto que lo necesita, procedimientos para tratar la
drepanocitosis, procedimientos para tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que
lo necesita, etc.) se unen a, y/o inhiben, el GDF11. Opcionalmente, tales trampas de GDF se pueden unir ademas a,
y/o inhibir, el GDF8. En algunos aspectos, las trampas de GDF que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 y/o GDF8 se
pueden unir ademas a, y/o inhibir, uno o0 mas ligandos de ActRIl adicionales (p. ej., activina B, activina E, BMP6, BMP7
y Nodal). En ciertos aspectos, las trampas de GDF que se van a usar segun los procedimientos descritos en esta
solicitud no se unen sustancialmente a, y/o inhiben, la activina A (p. €j., la activacion mediada por activina A de la
transduccion de sefnales del ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccién de sefiales a través de SMAD 2/3). En
ciertos aspectos, un polipéptido de trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos que comprende,
consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, 37, 41, 44, 45,50 051y
polipéptidos que son al menos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticos a cualquiera de
los anteriores. En otros aspectos, un polipéptido de trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos que
comprende, consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 10,
11, 22, 26, 28, 29, 31 0 49 y polipéptidos que son al menos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idénticos a cualquiera de los anteriores. En otros aspectos mas, un polipéptido de trampa de GDF comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 29, 31 049
y polipéptidos que son al menos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idénticos a cualquiera
de los anteriores, donde la posicion que corresponde a la 79 de la SEQ ID NO: 1, 4 o0 50 es un aminoacido acido. Una
trampa de GDF puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido de ActRII natural, tal como uno que comprende
al menos 10, 20 o 30 aminoacidos de una secuencia seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11
0 49 o una secuencia de SEQ ID NO: 2, 5, 10, 11 o 49 que carece de los aminoacidos 1, 2, 3, 4, 50 10 a 15
carboxiterminales y que carece de los aminoéacidos 1, 2, 3, 4 0 5 en el extremo aminico. Un polipéptido preferido
comprendera un truncamiento con respecto a la SEQ ID NO: 2 o 5 de entre 2 y 5 aminoacidos en el extremo aminico
y de no mas de 3 aminoacidos en el extremo carboxilico. Una trampa de GDF preferida para uso en tal preparado
consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

Opcionalmente, una trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando de ActRIl alterado tiene una
relacion de Kq para la unién a activina A a Kq para la unién a GDF11 y/o GDF8 que es al menos 2, 5, 10, 20, 50, 100
o incluso 1000 veces superior con respecto a la relacion para el dominio de uniéon a ligando de tipo natural.
Opcionalmente, la trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando alterado tiene una relacion de Clso
para inhibir la activina A a Clso para inhibir el GDF11 y/o GDF8 que es al menos 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100 o incluso
1000 veces superior con respecto al dominio de union a ligando de ActRIl de tipo natural. Opcionalmente, la trampa
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de GDF que comprende un dominio de unién a ligando alterado inhibe el GDF8 y/o GDF11 con una Clso al menos 2,
5,10, 20, 50 o incluso 100 veces inferior a la Clso para inhibir la activina A. Estas trampas de GDF pueden ser proteinas
de fusion que incluyen un dominio Fc de inmunoglobulina (de tipo natural o mutante). En ciertos casos, las trampas
de GDF solubles objetivo son antagonistas (inhibidores) del GDF8 y/o GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona trampas de GDF que son polipéptidos de ActRIIB solubles que
comprenden un dominio de unién a ligando (p. €j., de unién a GDF11) alterado. Las trampas de GDF con dominios de
union a ligando alterados pueden comprender, por ejemplo, una 0 mas mutaciones en residuos de aminoacidos tales
como E37, E39, R40, K55, R56, Y60, A64, K74, W78, L79, D80, F82 y F101 de ActRIIB humano (la numeraciéon es
con respecto a la SEQ ID NO: 1). Opcionalmente, el dominio de union a ligando alterado puede tener selectividad
aumentada por un ligando tal como GDF8/GDF11 con respecto a un dominio de union a ligando de tipo natural de un
receptor ActRIIB. A modo ilustrativo, se demuestra en esta solicitud que estas mutaciones aumentan la selectividad
del dominio de unién a ligando alterado por el GDF11 (y, por lo tanto, presumiblemente, por el GDF8) sobre la activina:
K74Y, K74F, K741, L79D, L79E y D80I. Las mutaciones siguientes tienen el efecto inverso, aumentan la relacion de
union a activina sobre el GDF11: D54A, K55A, L79A y F82A. La actividad de unién general (GDF11 y activina) se
puede aumentar mediante la inclusion de la regiéon de “cola” o, presumiblemente, de una region de enlazador
desestructurada, y también mediante el uso de una mutacién K74A. Otras mutaciones que provocaron una reduccion
general en la afinidad de unién a ligando incluyen: R40A, E37A, R56A, W78A, D80K, D80R, D80A, D80G, D80F, D80M
y D80ON. Las mutaciones se pueden combinar para conseguir los efectos deseados. Por ejemplo, muchas de las
mutaciones que influyen en la relacién de uniéon a GDF11:activina tienen un efecto negativo general sobre la unién a
ligando y, por lo tanto, se pueden combinar con mutaciones que generalmente aumentan la unién a ligando para
producir una proteina de uniéon mejorada con selectividad por el ligando. En un aspecto ejemplar, una trampa de GDF
es un polipéptido de ActRIIB que comprende una mutaciéon L79D o L79E, opcionalmente, en combinaciéon con
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos adicionales.

En ciertos aspectos, los antagonistas de ActRIl que se van a usar segun los procedimientos descritos en esta solicitud
son polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB. En general, tales polipéptidos de
ActRIIB y polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB son polipéptidos solubles que comprenden una porcién/un
dominio derivados de la secuencia de ActRIIB de SEQ ID NO: 1, 4 o 49, particularmente una porcién/un dominio
extracelular de union a ligando derivados de la secuencia de ActRIIB de SEQ ID NO: 1, 4 0 49. En algunos aspectos,
la porcion derivada de ActRIIB corresponde a la secuencia que comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 21-
29 (p. €j., 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 0 29) de la SEQ ID NO:1 o 4 [que comienza opcionalmente en el 22-25 (p. €j.,
22,23, 24 0 25) de la SEQ ID NO:1 0 4] y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 109-134 (p. €j., 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 o
134) de la SEQ ID NO: 1 o0 4. En algunos aspectos, la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que
comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 20-29 (p. €j., 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29) de la SEQ ID
NO: 1 0 4 [que comienza opcionalmente en el 22-25 (p. ej., 22, 23, 24 0 25) de la SEQ ID NO:1 o 4] y que termina en
uno cualquiera de los aminoacidos 109-133 (p. €j., 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121,
122,123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 0 133) de la SEQ ID NO: 1 0 4. En algunos aspectos, la porcion
derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 20-24 (p. €j.,
20, 21, 22, 23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 4 [que comienza opcionalmente en el 22-25 (p. €j., 22, 23, 24 o0 25) de la
SEQ ID NO:1 0 4] y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 109-133 (p. €j., 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 0 133) de la SEQ ID NO: 1
o 4. En algunos aspectos, la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno
cualquiera de los aminoacidos 21-24 (p. ej., 21, 22, 23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera
de los aminoacidos 109-134 (p. €j., 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134) de la SEQ ID NO: 1 o0 4. En algunos aspectos, la porciéon derivada
de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 20-24 (p. €j., 20, 21,
22,23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 118-133 (p. €j., 118, 119,
120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 o 133) de la SEQ ID NO: 1 o 4. En algunas
realizaciones, la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno cualquiera de los
aminoacidos 21-24 (p. €j., 21, 22, 23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos
118-134 (p. €j., 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134) de la SEQ ID
NO: 1 o 4. En algunos aspectos, la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno
cualquiera de los aminoacidos 20-24 (p. €j., 20, 21, 22, 23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera
de los aminoacidos 128-133 (p. €j., 128, 129, 130, 131, 132 0 133) de la SEQ ID NO: 1 0 4. En algunos aspectos, la
porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24
(p. €j., 20, 21, 22, 23 0 24) de la SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 128-133 (p. €j.,
128, 129, 130, 131, 132 o0 133) de la SEQ ID NO: 1 o 39. En algunos aspectos, la porciéon derivada de ActRIIB
corresponde a una secuencia que comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 21-29 (p. €j., 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28 0 29) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 118-134 (p. €j., 118, 119,
120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134) de la SEQ ID NO: 1 o 4. En algunos
aspectos, la porcidon derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en uno cualquiera de los
aminoacidos 20-29 (p. €j., 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o0 29) de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en uno
cualquiera de los aminoacidos 118-133 (p. €j., 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
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132 0 133) de la SEQ ID NO: 1 0 4. En algunos aspectos, la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia
que comienza en uno cualquiera de los aminoacidos 21-29 (p. €j., 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 0 29) de la SEQ ID
NO: 1 0 4 y que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 128-134 (p. €j., 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134) de
la SEQ ID NO: 1 0 4. En algunos aspectos, la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza
en uno cualquiera de los aminoacidos 20-29 (p. €j., 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,28 0 29) de laSEQ ID NO: 104y
que termina en uno cualquiera de los aminoacidos 128-133 (p. €j., 128, 129, 130, 131, 132 0 133) de la SEQ ID NO:
1 0 4. Sorprendentemente, las construcciones de ActRIIB y de trampa de GDF a base de ActRIIB que comienzan en
el 22-25 (p. €j., 22, 23, 24 o 25) de la SEQ ID NO: 1 o 4 tienen niveles de actividad superiores a las proteinas que
tienen el dominio extracelular completo de ActRIIB humano. En un aspecto preferido, los polipéptidos de ActRIIB y los
polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB comprenden, consisten esencialmente en, o consisten en, una
secuencia de aminoacidos que comienza en la posiciéon de aminoacido 25 de la SEQ ID NO: 1 0 4 y que termina en la
posicion de aminoéacido 131 de la SEQ ID NO: 1 o 4. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de
trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores se puede producir como un homodimero. Cualquiera de los polipéptidos
de ActRIIB o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores puede comprender ademas una porcion
heterdloga que comprende una region constante de una cadena pesada de 1gG, tal como un dominio Fc. Cualquiera
de los polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores puede comprender un aminoacido acido en la
posicion que corresponde a la posicion 79 de la SEQ ID NO: 1, opcionalmente en combinaciéon con una o mas
sustituciones, eliminaciones o inserciones de aminoacidos adicionales con respecto a la SEQ ID. NO: 1. Cualquiera
de los polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores, que incluyen
homodimeros y/o proteinas de fusion de los mismos, se pueden unir a, y/o inhibir la transduccién de sefales por, la
activina (p. ej., activina A, activina B, activina C o activina AB) en un ensayo a base de células. Cualquiera de los
polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores, que incluyen homodimeros
y/o proteinas de fusién de los mismos, se pueden unir a, y/o inhibir la transduccion de sefiales por, el GDF11 y/o GDF8
en un ensayo a base de células. Opcionalmente, cualquiera de los polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de trampa
de GDF a base de ActRIIB anteriores, que incluyen homodimeros y/o proteinas de fusion de los mismos, se pueden
unir a, y/o inhibir la transduccion de sefales de, una o mas de activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y Nodal
en un ensayo a base de células.

Se contemplan otros polipéptidos de ActRIIB y polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB, tales como los
siguientes. Un polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos 80 % (p. €j., 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1 o0 4, donde la posicion que corresponde al 64 de la SEQ ID NO: 1 es una R
o K, y donde el polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB inhibe la transduccién de
sefiales por la activina, el GDF8 y/o el GDF11 en un ensayo a base de células. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido
de trampa de GDF a base de ActRIIB anterior, donde al menos una alteracion con respecto a la secuencia de SEQ ID
NO: 1 o 4 esta situada fuera de la cavidad de unién a ligando. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de
GDF a base de ActRIIB anterior, donde al menos una alteracién con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 104 es
una alteracién conservadora situada dentro de la cavidad de unidn a ligando. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido
de trampa de GDF anterior, donde al menos una alteracién con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 0 4 es una
alteracion en una o mas posiciones seleccionada del grupo que consiste en K74, R40, Q53, K55, F82 y L79.

Se contemplan otros polipéptidos de ActRIIB y polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB, tales como los
siguientes. Un polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1 0 4, y donde la proteina comprende al menos una secuencia
N-X-S/T en una posicion distinta de una secuencia N-X-S/T endégena de ActRIIB y en una posicion fuera de la cavidad
de unién a ligando. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB anterior, donde el
polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB comprende una N en la posicién que
corresponde a la posicion 24 de la SEQ ID NO: 1 04 yuna S o T en la posicion que corresponde a la posicion 26 de
la SEQ ID NO: 1 0 4, y donde el polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB inhibe la
transduccion de sefiales por la activina, el GDF8 y/o el GDF11 en un ensayo a base de células. El polipéptido de
ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB anterior, donde el polipéptido de ActRIIB o polipéptido de
trampa de GDF a base de ActRIIB comprende una R o K en la posiciéon que corresponde a la posicién 64 de la SEQ
ID NO: 1 0 4. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB anterior, donde el polipéptido
de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB comprende una D o E en la posicion que corresponde
a la posicion 79 de la SEQ ID NO: 1 0 4, y donde el polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de
ActRIIB inhibe la transduccion de sefiales por la activina, el GDF8 y/o el GDF11 en un ensayo a base de células. El
polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB anterior, donde al menos una alteracién con
respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 0 4 es una alteracion conservadora situada dentro de la cavidad de unién a
ligando. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF anterior, donde al menos una alteracién con
respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 0 4 es una alteracién en una o mas posiciones seleccionada del grupo que
consiste en K74, R40, Q53, K55, F82 y L79. El polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de
ActRIIB anterior, donde el polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB es una proteina
de fusién que comprende ademas una o mas porciones heterdlogas. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIB o
polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIB anteriores, o proteinas de fusion de los mismos, se puede producir
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como un homodimero. Cualquiera de las proteinas de fusion de ActRIIB o proteinas de fusion de trampa de GDF a
base de ActRIIB anteriores puede tener una porcién heter6loga que comprende una region constante de una cadena
pesada de IgG, tal como un dominio Fc.

En ciertos aspectos, un polipéptido de ActRIIB preferido, para uso segun los procedimientos descritos en esta solicitud,
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende, consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6, 29, 31 0 49 y polipéptidos que son al menos al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idénticos a cualquiera de los anteriores. Un polipéptido de ActRIIB puede incluir un
fragmento funcional de un polipéptido de ActRIIB natural, tal como uno que comprende al menos 10, 20 o 30
aminoacidos de una secuencia seleccionada de entre las SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6, 29, 31 0 49 o una secuencia de SEQ
ID NO: 2 0 5, que carece de los aminoacidos 1, 2, 3, 4, 5 0 10 a 15 carboxiterminales y que carece de los aminoacidos
1, 2, 3, 4 0 5 en el extremo aminico. Un polipéptido preferido comprendera un truncamiento con respecto a la SEQ ID
NO: 2 0 5 de entre 2 y 5 aminoacidos en el extremo aminico y de no mas de 3 aminoacidos en el extremo carboxilico.
Una trampa de GDF preferida para uso segun los procedimientos descritos en esta solicitud consiste en, o consiste
esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29.

Una férmula general para un polipéptido de ActRIIA activo (p. €j., de unidn a ligando) es una que comprende un
polipéptido que comienza en el aminoacido 30 y termina en el aminoacido 110 de la SEQ ID NO: 9. Por consiguiente,
los polipéptidos de ActRIIA y las trampas de GDF a base de ActRIIA de la presente descripcion pueden comprender,
consistir en, o consistir esencialmente en, un polipéptido que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntico a los aminoacidos 30-110 de la SEQ ID NO: 9. Opcionalmente, los polipéptidos de ActRIIA y
polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIA de la presente descripcion comprenden, consisten en, o consisten
esencialmente en, un polipéptido que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico
a los aminoacidos 12-82 de la SEQ ID NO: 9 que comienza opcionalmente en una posicion que varia de 1-5 (p. €j., 1,
2,3,405)03-5 (p. €., 3,4 05) y que termina en una posicién que varia de 110-116 (p. €j., 110, 111, 112, 113, 114,
1150 116) 0 110-115 (p. €j., 110, 111, 112, 113, 114 0 115) de la SEQ ID NO: 9, respectivamente, y que comprende
no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores de aminoacidos en la cavidad de unién a ligando, y cero, una o
mas alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 de la cavidad de unién a ligando con
respecto a la SEQ ID NO: 9. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIA o polipéptidos de trampa de GDF a base de
ActRIIA anteriores se puede producir como un homodimero. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIA o polipéptidos
de trampa de GDF a base de ActRIIA anteriores puede comprender ademas una porcion heteréloga que comprende
una region constante de una cadena pesada de IgG, tal como un dominio Fc. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIA
o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIA anteriores, que incluyen homodimeros y/o proteinas de fusion de
los mismos, se pueden unir a, y/o inhibir la transduccién de sefiales por, la activina (p. €j., activina A, activina B, activina
C o activina AB) en un ensayo a base de células. Cualquiera de los polipéptidos de ActRIIA o polipéptidos de trampa
de GDF a base de ActRIIA anteriores, que incluyen homodimeros y/o proteinas de fusion de los mismos, se pueden
unir a, y/o inhibir la transduccion de sefales por, el GDF11 y/o GDF8 en un ensayo a base de células. Opcionalmente,
cualquiera de los polipéptidos de ActRIIB o polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIA anteriores, que incluyen
homodimeros y/o proteinas de fusion de los mismos, se pueden unir a, y/o inhibir la transduccion de sefales de, una
0 mas de activina B, activina C, activina E, GDF7 y Nodal en un ensayo a base de células.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIIA y polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIA preferidos, para
uso segun los procedimientos descritos en esta solicitud, comprenden una secuencia de aminoacidos que comprende,
consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 22, 26 o0 28 y polipéptidos
que son al menos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idénticos a cualquiera de los anteriores.
Un polipéptido de ActRIIA o polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIA puede incluir un fragmento funcional de
un polipéptido de ActRIIA natural, tal como uno que comprende al menos 10, 20 o 30 aminoacidos de una secuencia
seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 22, 26 o 28 o una secuencia de SEQ ID NO: 10, que carece de los
aminoacidos 1, 2, 3, 4, 5 0 10 a 15 carboxiterminales y que carece de los aminoacidos 1, 2, 3, 4 0 5 en el extremo
aminico. Un polipéptido preferido comprendera un truncamiento con respecto a la SEQ ID NO: 10 de entre 2 y 5
aminoacidos en el extremo aminico y de no mas de 3 aminoacidos en el extremo carboxilico. Un polipéptido de ActRIIA
preferido para uso en los procedimientos descritos en esta solicitud consiste en, o consiste esencialmente en, la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 o 28.

Un polipéptido ActRII (p. ej., un polipéptido de ActRIIA o ActRIIB) o polipéptido de trampa de GDF de la descripcion
puede incluir una o mas alteraciones (p. €j., adiciones, eliminaciones, sustituciones de aminoacidos o combinaciones
de las mismas) en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de ActRII (p. €j., en el dominio de unién a ligando)
con respecto a un polipéptido de ActRIl de origen natural. La alteracion en la secuencia de aminoacidos puede ser,
por ejemplo, alterar la glucosilacién del polipéptido cuando se produce en un mamifero, insecto u otra célula eucariota
o alterar la escision proteolitica del polipéptido con respecto al polipéptido de ActRIl de origen natural.

Opcionalmente, los polipéptidos de ActRII (p. €j., polipéptidos de ActRIIA o ActRIIB) y polipéptidos de trampa de GDF
de la descripcion comprenden uno o mas residuos de aminoacidos modificados seleccionados de entre: un aminoacido
glucosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado,
un aminoacido conjugado a un resto lipidico y un aminoacido conjugado a un agente de derivatizacion organico.
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En algunos aspectos, un polipéptido de ActRII (p. €j., un polipéptido de ActRIIA o ActRIIB) o polipéptido de trampa de
GDF de la descripcidon puede ser una proteina de fusiéon que tiene, como un dominio, un polipéptido de ActRIl o
polipéptido de trampa de GDF (p. ej., un dominio de unién a ligando de un receptor ActRII, opcionalmente con una o
mas variaciones de secuencia) y uno o mas dominios heterélogos adicionales que proporcionan una propiedad
deseable, tal como farmacocinética mejorada, purificacion mas facil, direccionamiento a tejidos particulares, etc. Por
ejemplo, un dominio de una proteina de fusién puede mejorar una o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo,
absorcion/administracion, ubicacion o distribucion tisular, formaciéon de complejos proteicos, multimerizacion de la
proteina de fusion y/o purificacion. Las proteinas de fusion de polipéptidos de ActRIl y trampas de GDF pueden incluir
un dominio Fc de inmunoglobulina (de tipo natural o mutante) o una albumina sérica. En ciertos aspectos, una proteina
de fusién de polipéptido de ActRIl y trampa de GDF comprende un enlazador relativamente desestructurado situado
entre el dominio Fc y el dominio de ActRII o trampa de GDF. Este enlazador desestructurado puede corresponder a la
regiéon desestructurada de aproximadamente 15 aminoacidos del extremo carboxiterminal del dominio extracelular de
ActRIl o trampa de GDF (la “cola”), o puede ser una secuencia artificial de entre 3y 5, 15, 20, 30, 50 0 mas aminoacidos
que estan relativamente exentos de estructura secundaria. Un enlazador puede ser rico en residuos de glicina y prolina
y puede contener, por ejemplo, secuencias de repeticion de treonina/serina y glicinas [p. €j., singletes o repeticiones
de TG4 (SEQ ID NO: 52), TGs (SEQ ID NO:53) 0 SG4 (SEQ ID NO: 54)] o una serie de tres glicinas. Una proteina de
fusion puede incluir una subsecuencia de purificacion, tal como un epitopo de identificacion, un epitopo FLAG, una
secuencia de polihistidina y una fusion de GST. En ciertos aspectos, una proteina de fusién de ActRIl o fusion de
trampa de GDF comprende una secuencia lider. La secuencia lider puede ser una secuencia lider de ActRIl natural
(p- €j., una secuencia lider de ActRIIA o ActRIIB natural) o una secuencia lider heteréloga. En ciertos aspectos, la
secuencia lider es una secuencia lider de activador del plasmindgeno tisular (TPA). En algun aspecto, una proteina
de fusion de ActRII o proteina de fusion de trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en la formula A-B-C. La porcion B es un polipéptido de ActRIl o trampa de GDF truncado en los extremos amino- y
carboxiterminal como se describe en esta solicitud. Las porciones A y C pueden ser independientemente cero, uno o
mas de un aminoacido, y las porciones tanto A como C son heterélogas a B. Las porciones A y/o C se pueden fijar a
la porcién B a través de una secuencia de enlazador.

Opcionalmente, los polipéptidos de ActRII (p. €j., polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB) o polipéptidos de trampa de GDF,
que incluyen variantes y proteinas de fusion de los mismos, para ser usados segun los procedimientos descritos en
esta solicitud se unen a uno o mas de ligandos de ActRIIB (p. €j., activina A, activina B, activina AB, activina C, activina
E, GDF11, GDF8, BMP6, BMP7 y/o Nodal) con una Kd inferior a 10 micromolar, inferior a 1 micromolar, inferior a 100
nanomolar, inferior a 10 nanomolar o inferior a 1 nanomolar. Opcionalmente, tales polipéptidos de ActRII o polipéptidos
de trampa de GDF inhiben la transduccion de sefiales de ActRIl, tal como acontecimientos de transduccién de sefales
intracelulares de ActRIIA y/o ActRIIB desencadenados por un ligando de ActRII (p. €j., la transduccién de sefales a
través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8).

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona preparados farmacéuticos que comprenden un antagonista de ActRlII
de la presente descripcion (p. €j., un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, un polipéptido de trampa de
GDF) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un preparado farmacéutico también puede incluir uno o mas
compuestos adicionales tales como un compuesto que se usa para tratar un trastorno o una afeccién descritos en esta
solicitud (p. ej., un compuesto de adicién que aumenta los niveles de glébulos rojos y/o los niveles de hemoglobina en
un sujeto que lo necesita, trata o impide la anemia en un sujeto que lo necesita, trata la drepanocitosis es un sujeto
que lo necesita, trata o impide una o mas complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita).
Preferiblemente, un preparado farmacéutico de la descripcion esta sustancialmente exento de pirégenos. En general,
es preferible que un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB o un polipéptido de trampa de GDF se exprese
en una estirpe celular de mamifero que media la glucosilacion natural del polipéptido adecuadamente para reducir la
probabilidad de una respuesta inmunitaria desfavorable en un paciente. Las estirpes celulares humanas y CHO se han
usado satisfactoriamente y se espera que otros vectores de expresion de mamifero comunes sean utiles. En algunos
aspectos, los polipéptidos de ActRIIA, polipéptidos de ActRIIB y polipéptidos de trampa de GDF preferibles estan
glucosilados y tienen un patrén de glucosilacion que es obtenible a partir de una célula de mamifero, preferiblemente
una célula CHO. En ciertos aspectos, la descripcién proporciona productos farmacéuticos envasados que comprenden
un preparado farmacéutico descrito en esta solicitud y etiquetado para uso en uno o mas de niveles crecientes de
gldbulos rojos y/o hemoglobina en un mamifero (preferiblemente un ser humano), tratar o impedir la anemia en un
mamifero (preferiblemente un ser humano), tratar la drepanocitosis en un mamifero (preferiblemente un ser humano)
y/o tratar o impedir una o0 mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis vasooclusiva, etc.) en un
mamifero (preferiblemente un ser humano).

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona acidos nucleicos que codifican un polipéptido de ActRII (p. €j., un
polipéptido de ActRIIA o ActRIIB) o polipéptido de trampa de GDF. Un polinucleétido aislado puede comprender una
secuencia codificante para un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF solubles, tal como se describe en
esta solicitud. Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede incluir una secuencia que codifica un polipéptido de ActRII
0 una trampa de GDF que comprende un dominio extracelular (p. ej., un dominio de unién a ligando) de un polipéptido
de ActRIl que tiene una o mas variaciones de secuencia y una secuencia que codificaria todo o parte del dominio
transmembranario y/o del dominio citoplasmico de un polipéptido de ActRIl, pero para un codén de terminacion situado
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dentro del dominio transmembranario o el dominio citoplasmico, o situado entre el dominio extracelular y el dominio
transmembranario o el dominio citoplasmico. Por ejemplo, un polinucleétido aislado que codifica una trampa de GDF
puede comprender una secuencia de polinucleétido de ActRIl de longitud completa, tal como la SEQ ID NO: 1,409
0 que tiene una o mas variaciones, o una versién parcialmente truncada, comprendiendo ademas dicho polinucleétido
aislado un coddn de terminacién de la transcripcion de al menos seiscientos nucledtidos antes del extremo 3' o situado
de otro modo de tal manera que la traduccién del polinucleétido dé lugar a un dominio extracelular fusionado
opcionalmente a una porcion truncada de un ActRIl de longitud completa. Los acidos nucleicos descritos en esta
solicitud se pueden enlazar operativamente a un promotor para la expresion, y la descripciéon proporciona células
transformadas con tales polinucleétidos recombinantes. Preferiblemente, la célula es una célula de mamifero, tal como
una célula CHO.

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona procedimientos para fabricar un polipéptido de ActRIl o una trampa de
GDF. Tal procedimiento puede incluir expresar cualquiera de los acidos nucleicos descritos en esta solicitud (p. €j., la
SEQ ID NO: 8, 13, 27, 32, 39, 42, 46 o0 48) en una célula adecuada, tal como una célula de ovario de hamster chino
(CHO). Tal procedimiento puede comprender: a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresion del
polipéptido de trampa de GDF, donde dicha célula se transforma con una construccidon de expresion de trampa de
GDF; y b) recuperar el polipéptido de trampa de GDF asi expresado. Los polipéptidos de trampa de GDF se pueden
recuperar como fracciones brutas, parcialmente purificadas o muy purificadas usando cualquiera de las técnicas muy
conocidas para obtener proteinas a partir de cultivos celulares.

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a un anticuerpo, o una combinacion de anticuerpos, que
antagoniza la actividad de ActRII (p. ej., inhibicion de la transduccion de sefiales del ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la
transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8). En particular, la descripcion proporciona
procedimientos para usar un antagonista de ActRIl de anticuerpos, o una combinacion de antagonistas de ActRIl de
anticuerpos, para, p. €j., aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una
anemia en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y/o tratar o impedir
una o mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor,
sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusidon de sangre, lesién de érganos, necesidad de
(tratamiento con) analgésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de
vasooclusién, infarto agudo de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia
hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o
cronica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa,
hemorragia vitrea, priapismo) en un sujeto que lo necesita.

En ciertos aspectos, un antagonista de ActRIl de anticuerpos preferido de la descripcion es un anticuerpo, o una
combinacion de anticuerpos, que se une a, y/o inhibe la actividad de, al menos el GDF11 (p. €j., la activacion mediada
por GDF11 de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de
SMAD 2/3). Opcionalmente, el anticuerpo, o la combinacién de anticuerpos, se une a, y/o inhibe la actividad de, el
GDF8 (p. €j., la activacion mediada por GDF8 de la transduccién de sefiales de ActRIIA y/o el ActRIIB, tal como la
transduccion de seiales a través de SMAD 2/3), particularmente en el caso de un anticuerpo multiespecifico que tiene
afinidad de unién tanto por el GDF11 como por el GDF8 o en el contexto de una combinacién de uno 0 mas anticuerpos
anti-GDF11 y uno o mas anticuerpos anti-GDF8. Opcionalmente, un anticuerpo, o una combinacién de anticuerpos,
de la descripcion no se une sustancialmente a, y/o inhibe la actividad de, la activina A (p. €j., la activacién mediada
por activina A de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefales a través de
SMAD 2/3). En algunos aspectos, un anticuerpo, o una combinacion de anticuerpos, de la descripcion que se une a,
y/o inhibe la actividad de, el GDF11 y/o GDF8 se une ademas a, y/o inhibe la actividad de, una o méas de activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y Nodal (p. €j., la activacion de la transduccion de sefiales
de ActRIIA o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8), particularmente en
el aspecto de un anticuerpo multiespecifico que tiene afinidad de unién por multiples ligandos de ActRIl o en el contexto
de una combinacién de multiples anticuerpos, que tienen cada uno afinidad de unién por un ligando de ActRII diferente.

En parte, la descripcion demuestra que los antagonistas de ActRIl se pueden usar en combinacion (p. €j.,
administrados al mismo tiempo o en momentos diferentes, pero generalmente de tal manera que se consigue
superponer los efectos farmacoldgicos) con activadores del receptor de EPO para aumentar los niveles de gldbulos
rojos (eritropoyesis) o tratar la anemia en pacientes que lo necesitan. En parte, la descripcion demuestra que una
trampa de GDF se puede administrar en combinacion con un activador del receptor de EPO para aumentar
sinérgicamente la formacion de glébulos rojos en un paciente, particularmente en pacientes con drepanocitosis. Por
tanto, el efecto de esta politerapia puede ser significativamente superior a la suma de los efectos de los antagonistas
de ActRIl y el activador del receptor de EPO cuando se administran independientemente en sus dosis
correspondientes. En ciertos aspectos, esta sinergia puede ser ventajosa, ya que permite lograr niveles objetivo de
glébulos rojos con dosis inferiores de un activador del receptor de EPO, evitando de ese modo efectos adversos
potenciales u otros problemas asociados a niveles superiores de activacion del receptor de EPO. Por consiguiente, en
ciertos aspectos, los procedimientos de la presente descripcion (p. ej., composiciones para uso en el aumento de los
niveles de gldbulos rojos y/o la hemoglobina en un sujeto que lo necesita, composiciones para uso en el tratamiento o
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la prevencion de la anemia en un sujeto que lo necesita , composiciones para uso en el tratamiento de la drepanocitosis
en un sujeto que lo necesita y/o composiciones para uso en el tratamiento o la prevencion de una o mas
complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita) comprenden uno o mas antagonistas de ActRII
(p. €j., polipéptidos de ActRIIA, polipéptidos de ActRIIB y/o polipéptidos de trampa de GDF). En algunos aspectos, las
composiciones para uso de la descripcidon son para uso en combinacién con uno o mas activadores del receptor de
EPO.

Un activador del receptor de EPO puede estimular la eritropoyesis entrando directamente en contacto y activando el
receptor de EPO. En ciertos aspectos, el activador del receptor de EPO es uno de una clase de compuestos basados
en la secuencia de 165 aminoacidos de la EPO natural y generalmente conocidos como agentes estimulantes de la
eritropoyesis (ESA), ejemplos de los cuales son la epoetina alfa, epoetina beta (NeoRecormon™), epoetina delta
(Dynepo™) y epoetina omega. En otros aspectos, los ESA incluyen proteinas de EPO sintéticas (SEP) y derivados de
la EPO con modificaciones no peptidicas que confieren propiedades farmacocinéticas deseables (semivida circulante
prolongada), ejemplos de los cuales son la darbepoetina alfa (Aranesp™) y metoxi-polietilenglicol epoetina beta
(Micera™). En ciertos aspectos, un activador del receptor de EPO puede ser un agonista del receptor de EPO que no
incorpora la cadena principal del polipéptido de EPO o no se clasifica en general como un ESA. Tales agonistas del
receptor de EPO pueden incluir, pero no se limitan a, miméticos peptidicos y no peptidicos de la EPO, anticuerpos
agonistas que se dirigen al receptor de EPO, proteinas de fusién que comprenden un dominio mimético de EPO y
agonistas limitados del receptor de eritropoyetina de duracion prolongada (EREDLA).

En ciertos aspectos, un activador del receptor de EPO puede estimular la eritropoyesis indirectamente, sin entrar en
contacto con el propio receptor de EPO, mejorando la produccién de EPO enddgena. Por ejemplo, los factores de
transcripcion inducibles por hipoxia (HIF) son estimulantes enddgenos de la expresion del gen de la EPO que son
inhibidos (desestabilizados) en condiciones normdxicas mediante mecanismos reguladores celulares. En parte, la
descripcién proporciona eritropoyesis aumentada en un paciente mediante politerapia con una trampa de GDF y un
activador indirecto del receptor de EPO con propiedades estabilizantes de HIF, tal como un inhibidor de la prolil
hidroxilasa.

Los antagonistas de ActRIl, particularmente los polipéptidos de ActRIl y polipéptidos de trampa de GDF, también se
pueden usar para tratar o impedir otros trastornos y afecciones, tal como para favorecer el crecimiento muscular y/o
tratar o impedir un trastorno relacionado con los musculos, favorecer el crecimiento éseo y/o tratar o impedir un
trastorno relacionado con los huesos, tratar o impedir el cancer (particularmente el mieloma multiple y/o el cancer de
mama) [véanse, p. €j., las patentes de los EE. UU. n.%: 7 612 041; 8 173 601; 7 842 663, asi como la solicitud de
patente de los EE. UU con n.° de publicacion US 2009/0074768]. En ciertos aspectos, cuando se administra un
polipéptido de trampa de GDF para estas otras indicaciones terapéuticas, puede ser deseable supervisar los efectos
sobre los glébulos rojos durante la administracion del antagonista de ActRIl, o determinar o ajustar la administracién
del antagonista de ActRIl, con el fin de reducir los efectos no deseados sobre los glébulos rojos. Por ejemplo, los
aumentos en los niveles de gldbulos rojos, los niveles de hemoglobina o los niveles de hematocrito pueden provocar
un aumento en la tension arterial.

En ciertos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl. En otros aspectos, la descripcidn proporciona una composicion
para uso en la prevencion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRII.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 % , 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos
aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto
que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10,
donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en
el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o
activina B). En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF8
y GDF11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina
B) .

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos
aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto
que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11,
donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en
el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o
activina B). En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF8
y GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicidon para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina
B).

En ciertos aspectos, la descripciéon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos
aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto
que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22,
donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en
el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o
activina B). En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
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98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF8
y GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicidon para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina
B).

En ciertos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, donde el polipéptido se
une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 37. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 37. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 37. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 37, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, donde el polipéptido se
une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 37, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 44. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 44. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 44. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 44, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44, donde el polipéptido se
une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 44, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
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un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 % , 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos 29-109 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 29-109 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En
algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicidén para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ
ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11 y
activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso
en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B).

En ciertos aspectos, la descripciéon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 % , 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos 25-131 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 25-131 de la
SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En
algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ
ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una
secuencia de aminogcidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11 y
activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso
en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B).

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la
SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO:
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1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis
en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1,
donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos
aspectos, la descripcion proporciona una composicioén para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto
que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde
el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicioén para uso en el
tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoécido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido
se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j.,
al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la
SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO:
1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de la drepanocitosis
en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1,
donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos
aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto
que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoéacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde
el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el
tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicién para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido
se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis (p. ej., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome
toracico agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesion de 6rganos, necesidad de analgésicos, crisis de secuestro
esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad
pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga
de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda o croénica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular
isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia
retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo) en un sujeto que comprende
un antagonista de ActRII. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento
de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion
de la drepanocitosis es anemia. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIIl, donde la
complicacion de la drepanocitosis es crisis de anemia. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una
composicioén para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
antagonista de ActRIl, donde la complicaciéon de la drepanocitosis es esplenomegalia. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es crisis de dolor. En
algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es
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sindrome toracico. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para uso en el tratamiento de
una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRII, donde la complicacion
de la drepanocitosis es sindrome toracico agudo. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion
para usar en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de
ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es necesidad de transfusidon de sangre. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es lesién de érganos. En
algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es
necesidad de analgésicos. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRII, donde la
complicacion de la drepanocitosis es crisis de secuestro esplénico. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es crisis hiperhemolitica. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es vasooclusion. En
algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es
crisis de vasooclusion. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento
de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion
de la drepanocitosis es infarto agudo de miocardio. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de
ActRII, donde la complicacion de la drepanocitosis es enfermedad pulmonar falciforme crénica. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un antagonista de ActRIIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es tromboembolismo.
En algunos aspectos, la descripciéon proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis
es insuficiencia hepatica. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento
de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion
de la drepanocitosis es hepatomegalia. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso
en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRII,
donde la complicacién de la drepanocitosis es secuestro hepatico. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es sobrecarga de hierro. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es infarto esplénico. En
algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es
insuficiencia renal aguda o crénica. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIIl, donde la
complicacion de la drepanocitosis es pielonefritis. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de
ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es aneurisma. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una
composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es accidente cerebrovascular isquémico. En algunos
aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacién de la drepanocitosis es
hemorragia intraparenquimatosa. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composiciéon para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIIl, donde la
complicacion de la drepanocitosis es hemorragia subaracnoidea. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es hemorragia intraventricular. En algunos aspectos,
la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en
un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es isquemia retiniana
periférica. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la
drepanocitosis es retinopatia falciforme proliferativa. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un antagonista de
ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es hemorragia vitrea. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion de la drepanocitosis es priapismo.

En ciertos aspectos, la descripciéon proporciona una composicion para uso en la prevencién de una complicacion de
la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome
toracico agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesion de 6rganos, necesidad de analgésicos, crisis de secuestro
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esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad
pulmonar falciforme cronica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga
de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o cronica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular
isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia
retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo) en un sujeto que comprende
un antagonista de ActRII.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. ej. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se
une a activina (p, €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF11.
En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B). En
algunos aspectos, la descripcidén proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se
une a GDF8 y GDF11. En algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento
de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j.,
activina A y/o activina B).

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. €j. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 11. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se
une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF11.
En algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B). En
algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se
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une a GDF8 y GDF11. En algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento
de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j.,
activina A y/o activina B).

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. €j. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se
une a activina (p, €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF11.
En algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B). En
algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composiciéon para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona
una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se
une a GDF8 y GDF11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento
de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j.,
activina A y/o activina B).

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. €j. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, donde el polipéptido se
une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidén proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
36, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. ej. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 37. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
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consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicioén para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, donde el polipéptido se
une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
37, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos del 80 % (p. €j. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 44. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el
tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44. En algunos aspectos, la descripcién proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44, donde el polipéptido se
une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidén proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
44, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. ej. al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripciéon proporciona una composicion para uso
en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ
ID NO: 1, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcién
proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidn proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11. En algunos
aspectos, la descripcion proporciona una composicidon para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o
activina B).
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En ciertos aspectos, la descripcidén proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripciéon proporciona una composicion para uso
en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la
descripcién proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un
sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al
menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ
ID NO: 1, donde el polipéptido se une a activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcién
proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o activina B). En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion
para uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une
a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11. En algunos
aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacion de la
drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos 80 % (p. ej., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8, GDF11 y activina (p. €j., activina A y/o
activina B).

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con
respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composiciéon para uso en el
tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para
uso en el tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido
acido en la posiciéon 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicidon 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido
se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido se une a GDF8. En algunos aspectos, la descripcion
proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una complicacién de la drepanocitosis en un sujeto que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID
NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde
el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion 79 con
respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicidon para uso en el
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tratamiento de una complicaciéon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicién para
uso en el tratamiento de una complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido
acido en la posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, la descripcion proporciona una
composicion para uso en el tratamiento de una complicacidon de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el
polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido
se une a GDF11. En algunos aspectos, la descripcidon proporciona una composicion para uso en el tratamiento de una
complicacion de la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoéacido acido en la
posicion 79 con respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido se une a GDF8.

En algunos aspectos, la descripcion proporciona una composicién para uso en el tratamiento de una complicacién de
la drepanocitosis en un sujeto que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 % (p. €j., al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1, donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién 79 con
respecto a la SEQ ID NO: 1 y donde el polipéptido se une a GDF8 y GDF11.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un alineamiento de dominios extracelulares de ActRIIA humano (SEQ ID NO: 56) y ActRIIB
humano (SEQ ID NO: 2) con los residuos que se deducen en esta solicitud, basado en el analisis de material
compuesto de multiples estructuras cristalinas de ActRIIB y ActRIIA, para entrar directamente en contacto con ligando
indicado con recuadros.

La Figura 2 muestra un alineamiento de multiples secuencias de diversas proteinas de ActRIIB de vertebrados y
ActRIIA humano (SEQ ID NO: 57-64).

Las Figuras 3A y 3B muestran la purificacion de ActRIIA-hFc expresada en células CHO. La proteina se purifica como
un unico pico bien definido, como se visualiza mediante columna de exclusion molecular (3A) y SDS-PAGE con tincion
con Coomassie (3B) (carril izquierdo: patrones de peso molecular; carril derecho: ActRIIA-hFc).

Las Figuras 4A y 4B muestran la unién de ActRIIA-hFc a activina y GDF-11, como se mide mediante ensayo Biacore™.
Las Figuras 5A y 5B muestran los efectos de ActRIIA-hFc sobre los recuentos de glébulos rojos en primates no
humanos (PNH) hembra. Se trataron macacos cangrejeros hembra (cuatro grupos de cinco macacos cada uno) con
placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg de ActRIIA-hFc en el dia 0, dia 7, dia 14 y dia 21. La Figura 5A muestra
recuentos de glébulos rojos (RBC). La Figura 5B muestra niveles de hemoglobina. La significacion estadistica es con
respecto al momento inicial para cada grupo de tratamiento. En el dia 57, quedaban dos macacos en cada grupo.
Las Figuras 6A y 6B muestran los efectos de ActRIIA-hFc sobre los recuentos de gloébulos rojos en primates no
humanos (PNH) macho. Se trataron macacos cangrejeros macho (cuatro grupos de cinco macacos cada uno) con
placebo o 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg de ActRIIA-hFc en el dia 0, dia 7, dia 14 y dia 21. La Figura 6A muestra
recuentos de globulos rojos (RBC). La Figura 6B muestra niveles de hemoglobina. La significacion estadistica es con
respecto al momento inicial para cada grupo de tratamiento. En el dia 57, quedaban dos macacos en cada grupo.
Las Figuras 7A y 7B muestran los efectos de ActRIIA-hFc sobre los recuentos de reticulocitos en primates no humanos
hembra. Se trataron macacos cangrejeros (cuatro grupos de cinco macacos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10
mg/kg o 30 mg/kg de ActRIIA-hFc en el dia 0, dia 7, dia 14 y dia 21. La Figura 7A muestra recuentos absolutos de
reticulocitos. La Figura 7B muestra el porcentaje de reticulocitos con respecto a los RBC. La significacion estadistica
es con respecto al momento inicial para cada grupo. En el dia 57, quedaban dos macacos en cada grupo.

Las Figuras 8A y 8B muestran los efectos de ActRIIA-hFc sobre los recuentos de reticulocitos en primates no humanos
macho. Se trataron macacos cangrejeros (cuatro grupos de cinco macacos cada uno) con placebo o 1 mg/kg, 10
mg/kg o 30 mg/kg de ActRIIA-hFc en el dia 0, dia 7, dia 14 y dia 21. La Figura 8A muestra recuentos absolutos de
reticulocitos. La Figura 8B muestra el porcentaje de reticulocitos con respecto a los RBC. La significacion estadistica
es con respecto al momento inicial para cada grupo. En el dia 57, quedaban dos macacos en cada grupo.

La Figura 9 muestra los resultados del ensayo clinico en humanos descrito en el Ejemplo 4, donde el area bajo la
curva (ABC) y la dosis administrada de ActRIIA-hFc tienen una correlacion lineal, independientemente de si ActRIIA-
hFc se administro por via intravenosa (i.v.) o subcutanea. (s.c.).

La Figura 10 muestra una comparacion de los niveles séricos de ActRIIA-hFc en pacientes a los que se les administro
por viai.v. 0 s.c.

La Figura 11 muestra los niveles de fosfatasa alcalina ésea (BAP) en respuesta a diferentes niveles de dosis de
ActRIIA-hFc. La BAP es un marcador del crecimiento 6seo anabdlico.

La Figura 12 representa el cambio en la mediana desde el momento inicial de los niveles de hematocrito del ensayo
clinico en humanos descrito en el Ejemplo 4. Se administré ActRIIA-hFc por via intravenosa (i.v.) a la dosis indicada.
La Figura 13 representa el cambio en la mediana desde el momento inicial de los niveles de hemoglobina del ensayo
clinico en humanos descrito en el Ejemplo 4. Se administré ActRIIA-hFc por via intravenosa (i.v.) a la dosis indicada.
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La Figura 14 representa el cambio en la mediana desde el momento inicial del recuento de RBC (glébulos rojos) del
ensayo clinico en humanos descrito en el Ejemplo 4. Se administré ActRIIA-hFc por via intravenosa (i.v.) a la dosis
indicada.

La Figura 15 representa el cambio en la mediana desde el momento inicial del recuento de reticulocitos del ensayo
clinico en humanos descrito en el Ejemplo 4. Se administré ActRIIA-hFc por via intravenosa (i.v.) a la dosis indicada.
La Figura 16 muestra la secuencia de aminoacidos completa para la trampa de GDF ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (SEQ
ID NO: 38), que incluye la secuencia lider de TPA (con subrayado doble), el dominio extracelular de ActRIIB (residuos
20-134 de la SEQ ID NO: 1; subrayados) y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicién 79 de la secuencia
natural tiene subrayado doble y esta resaltado, al igual que la glicina que se revelé mediante secuenciacion que es el
residuo aminoterminal de la proteina de fusién madura.

Las Figuras 17A y 17B muestran una secuencia de nucleétidos que codifica ActRIIB(L79D 20-134)-hFc. La SEQ ID
NO: 39 corresponde a la hebra codificante y la SEQ ID NO: 40 corresponde a la hebra no codificante. La secuencia
lider de TPA (nucledtidos 1-66) tiene subrayado doble y el dominio extracelular de ActRIIB (nucledtidos 76-420) esta
subrayado.

La Figura 18 muestra la secuencia de aminoacidos completa para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131)-
hFc (SEQ ID NO: 41), que incluye la secuencia lider de TPA (con subrayado doble), el dominio extracelular de ActRIIB
truncado (residuos 25-131 de la SEQ ID NO: 1; subrayados) y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicién
79 de la secuencia natural tiene doble subrayado y esta resaltado, al igual que el glutamato que se revelé6 mediante
secuenciacion que es el residuo aminoterminal de la proteina de fusién madura.

Las Figuras 19A y 19B muestran una secuencia de nucleétidos que codifica ActRIIB(L79D 25-131)-hFc. La SEQ ID
NO: 42 corresponde a la hebra codificante y la SEQ ID NO: 43 corresponde a la hebra no codificante. La secuencia
lider de TPA (nucledtidos 1-66) tiene subrayado doble y el dominio extracelular de ActRIIB truncado (nucleétidos 76-
396) esta subrayado. También se muestra la secuencia de aminoacidos para el dominio extracelular de ActRIIB
(residuos 25-131 de la SEQ ID NO: 1).

La Figura 20 muestra la secuencia de aminoacidos para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sin
una secuencia lider (SEQ ID NO: 44). El dominio extracelular de ActRIIB truncado (residuos 25-131 de la SEQ ID NO:
1) esta subrayado. El aspartato sustituido en la posicion 79 de la secuencia natural tiene doble subrayado y esta
resaltado, al igual que el glutamato que se revel6 mediante secuenciacién que es el residuo aminoterminal de la
proteina de fusién madura.

La Figura 21 muestra la secuencia de aminoacidos para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131) sin la
secuencia lider, el dominio hFc y el enlazador (SEQ ID NO: 45). El aspartato sustituido en la posicion 79 de la
secuencia natural esta subrayado y resaltado, al igual que el glutamato que se revel6 mediante secuenciacion que es
el residuo aminoterminal en la proteina de fusiéon madura.

Las Figuras 22A y 22B muestran una secuencia de nucleétidos alternativa que codifica ActRIIB(L79D 25-131)-hFc. La
SEQ ID NO: 46 corresponde a la hebra codificante y la SEQ ID NO: 47 corresponde a la hebra no codificante. La
secuencia lider de TPA (nucleétidos 1-66) tiene subrayado doble, el dominio extracelular de ActRIIB truncado
(nucledtidos 76-396) esta subrayado y las sustituciones en la secuencia de nucledtidos de tipo natural del dominio
extracelular tienen subrayado doble y estan resaltadas (comparar con la SEQ ID NO: 42, Figura 19). También se
muestra la secuencia de aminoacidos para el dominio extracelular de ActRIIB (residuos 25-131 de la SEQ ID NO: 1).
La Figura 23 muestra los nucledtidos 76-396 (SEQ ID NO: 48) de la secuencia de nucleétidos alternativa mostrada en
la Figura 22 (SEQ ID NO: 46). Las mismas sustituciones de nucledtidos indicadas en la Figura 22 también estan
subrayadas y resaltadas aqui. La SEQ ID NO: 48 codifica solo el dominio extracelular de ActRIIB truncado (que
corresponde a los residuos 25-131 de la SEQ ID NO: 1) con una sustitucion L79D, p. ej., ActRIIB(L79D 25-131).

La Figura 24 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en la concentracion de gldbulos rojos desde el momento inicial en el macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La Figura 25 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en el hematocrito desde el momento inicial en el macaco cangrejero. VEH = vehiculo.
Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La Figura 26 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en la concentracion de hemoglobina desde el momento inicial en el macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La Figura 27 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en la concentracion de reticulocitos circulantes desde el momento inicial en el macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La Figura 28 muestra el efecto de la politerapia con eritropoyetina (EPO) y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas
sobre el hematocrito en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias que son
significativamente diferentes entre si (p < 0,05, prueba t para datos no relacionados) se designan mediante letras
diferentes. La politerapia aument6 el hematocrito en 23 % en comparacion con el vehiculo, un aumento sinérgico
superior a la suma de los efectos individuales de la EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc.

La Figura 29 muestra el efecto de la politerapia con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas sobre las
concentraciones de hemoglobina en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias que son
significativamente diferentes entre si (p < 0,05) se designan mediante letras diferentes. La politerapia aumenté las
concentraciones de hemoglobina en 23 % en comparacion con el vehiculo, lo que también fue un efecto sinérgico.
La Figura 30 muestra el efecto de la politerapia con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas sobre las
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concentraciones de glébulos rojos (RBC) en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias que
son significativamente diferentes entre si (p < 0,05) se designan mediante letras diferentes. La politerapia aumenté las
concentraciones de glébulos rojos en 20 % en comparacién con el vehiculo, lo que también fue un efecto sinérgico.
La Figura 31 muestra el efecto de la politerapia con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas sobre los
numeros de células precursoras eritropoyéticas en bazo de raton. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y
las medias que son significativamente diferentes entre si (p < 0,01) se designan mediante letras diferentes. Mientras
que la EPO sola aumenté el numero de eritroblastos basdfilos (BasoE) drasticamente a expensas de la maduracion
de precursores de la etapa tardia, la politerapia aumenté los nimeros de BasoE en menor medida, pero aun de manera
significativa, a la vez que mantuvo la maduracién de precursores de la etapa tardia invariable.

La Figura 32 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre el cambio absoluto en la concentracion de glébulos
rojos (RBC) en ratones con drepanocitosis (SCD). Los datos son medias + EEM. (n = 5 por grupo). Wt = ratones de
tipo natural, que eran ratones (B/BS) heterocigotos compuestos no sintomaticos. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-
131)-mFc dio como resultado un aumento significativo de los niveles de gldbulos rojos en los ratones con
drepanocitosis (p < 0,001) en comparacion con los ratones de control (ratones con drepanocitosis a los que se
administrd solo vehiculo)

La Figura 33 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre los niveles de glébulos rojos, los niveles de
hematocrito y los niveles de hemoglobina en ratones con drepanocitosis. Los datos son cambios en la media desde el
momento inicial a lo largo de 4 semanas (+ EEM) frente a los ratones de control con drepanocitosis tratados con
vehiculo. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc dio como resultado un aumento significativo en los niveles de
glébulos rojos, los niveles de hematocrito y los niveles de hemoglobina en los ratones con drepanocitosis en
comparacioén con los ratones con drepanocitosis tratados con vehiculo (control).

La Figura 34 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre diversos parametros sanguineos (es decir,
volumen corpuscular medio, ancho de la distribucion de glébulos rojos (RBC), reticulocitos y especies reactivas del
oxigeno) en ratones con drepanocitosis. Los datos son cambios en la media desde el momento inicial a lo largo de 4
semanas (+ EEM) frente a los ratones con drepanocitosis tratados con vehiculo (control). El tratamiento con
ActRIIB(L79D 25-131-mFc dio como resultado un aumento significativo en el volumen corpuscular medio, el ancho de
la distribucion de glébulos rojos (RBC), los reticulocitos y las especies reactivas del oxigeno en los ratones con
drepanocitosis en comparacion con los ratones de control.

La Figura 35 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre la lesidon de 6rganos afectados en ratones con
SCD. Se representan muestras histolégicas (bazo, pulmén vy rifion) de ratones B/BS, ratones con SCD tratados con
vehiculo (TBS) solo (s.c., dos veces a la semana durante seis semanas) y ratones con SCD tratados con ActRIIB(L79D
25-131)-mFc (s.c., dos veces a la semana a 10 mg/kg durante seis semanas). El analisis histolégico de los ratones
tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc muestra una reduccion sustancial de la congestion vascular y la lesion en el
bazo y los rifiones (se muestra la unién corticomedular) en comparacién con los ratones con SCD tratados con
vehiculo. Ademas, la terapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo el engrosamiento de la pared alveolar en los
pulmones (véanse las flechas negras) en mayor medida que el tratamiento con vehiculo. Aumento del objetivo - 20X;
inserciones - 100X.

La Figura 36 muestra el efecto de la politerapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc e hidroxiurea (HU) sobre la lesién de
organos afectados en ratones con SCD. Se representan muestras histolégicas (bazo, pulmén y rifién) de ratones con
SCD tratados con vehiculo (TBS) solo (s.c., dos veces a la semana), ratones con SCD tratados con HU sola (i.p., dos
veces a la semana a 100 mg/kg) y ratones con SCD tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (inyeccioén s.c., dos
veces a la semana a 10 mg/kg) y HU (i.p., dos veces a la semana a 100 mg/kg). El analisis histolégico de los ratones
con SCD tratados con politerapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU muestra una reduccion superior de la
congestion vascular y la lesiéon en el bazo y los rifiones en comparacion con los ratones con SCD tratados con vehiculo
o monoterapia de HU. Ademas, la politerapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU redujo el engrosamiento de la
pared alveolar en los pulmones (véanse las flechas negras) en mayor medida que el tratamiento con monoterapia de
HU. Aumento del objetivo - 20X; inserciones - 100X.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DESCRIPCION
1. Analisis general

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene un abanico de factores de
crecimiento que comparten elementos de secuencia y motivos estructurales comunes. Se sabe que estas proteinas
ejercen efectos biolégicos sobre un gran abanico de tipos celulares tanto en vertebrados como en invertebrados. Los
miembros de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacion de
patrones y la especificacion tisular y pueden influir en un abanico de procesos de diferenciacion, que incluyen
adipogénesis, miogénesis, condrogénesis, cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis y diferenciacion de las
células epiteliales. Manipulando la actividad de un miembro de la familia TGF-beta, a menudo es posible provocar
cambios fisioldgicos significativos en un organismo. Por ejemplo, las razas de ganado vacuno piamontesa y azul belga
llevan una mutacion de pérdida de funcién en el gen del GDF8 (también denominado miostatina) que provoca un
aumento notable en la masa muscular [véase, p. e]., Grobet y col. (1997) Nat Genet. 17(1):71-4]. Asimismo, en los
seres humanos, los alelos inactivos del GDF8 estan asociados a una masa muscular aumentada y, aparentemente, a
una fuerza excepcional [véase, p. €j., Schuelke y col. (2004) N Engl J Med, 350:2682-8].
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Las sefiales de la superfamilia TGF- estan mediadas por complejos heteroméricos de receptores de la serina/treonina
cinasa de tipo | y tipo I, que fosforilan y activan aguas abajo las proteinas SMAD (p. €j., las proteinas SMAD 1, 2, 3,
5 y 8) tras la estimulacion del ligando [véase, p. ej., Massagué (2000) Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178]. Estos
receptores de tipo | y tipo Il son proteinas transmembranarias, compuestas por un dominio extracelular de unién a
ligando con una regién rica en cisteina, un dominio transmembranario y un dominio citoplasmico con especificidad por
la serina/treonina prevista. Los receptores de tipo | son esenciales para la transduccion de sefales. Los receptores de
tipo Il son necesarios para unir ligandos y para la activacion de los receptores de tipo I. Los receptores de activina de
tipo I y Il forman un complejo estable después de la unién a ligando, lo que da como resultado la fosforilacion de los
receptores de tipo | por los receptores de tipo Il.

Dos receptores de tipo Il (ActRIl) relacionados, ActRIIA y ActRIIB, se han identificado como los receptores de tipo Il
para las activinas [véase, p. ej., Mathews y Vale (1991) Cell 65:973-982 y Attisano y col. (1992) Cell 68: 97-108].
Ademas de las activinas, ActRIIA y ActRIIB pueden interactuar bioquimicamente con varias otras proteinas de la
familia TGF-B que incluyen, por ejemplo, BMP6, BMP7, Nodal, GDF8 y GDF11 [véase, p. ej., Yamashita y col. (1995)
J. Cell Biol. 130:217-226; Lee y McPherron (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9306-9311; Yeo y Whitman (2001)
Mol. Cell 7: 949-957 y Oh y col. (2002) Genes Dev. 16:2749-54]. ALK4 es el receptor de tipo | principal para las
activinas, particularmente para la activina A, y ALK-7 también puede actuar como receptor para otras activinas,
particularmente para la activina B. En ciertos aspectos, la presente descripcidn se refiere a antagonizar un ligando de
un receptor ActRII (también denominado un ligando de ActRII) con uno o mas agentes inhibidores descritos en esta
solicitud, particularmente agentes inhibidores que pueden antagonizar uno o mas de activina A, activina B, activina C,
activina E, GDF11 y/o GDF8.

La activinas son factores de crecimiento polipeptidicos diméricos que pertenecen a la superfamilia TGF-beta. Hay tres
formas principales de activina (A, B y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades (3 relacionadas
estrechamente (BaBa, BsBs y BaBs, respectivamente). El genoma humano codifica también una activina C y una activina
E, que se expresan principalmente en el higado, y también se conocen formas heterodiméricas que contienen c o fe.

En la superfamilia TGF-beta, las activinas son factores exclusivos y multifuncionales que pueden estimular la
produccién de hormonas en las células ovaricas y placentarias, mantener la supervivencia de las células neuronales,
influir en el progreso del ciclo celular positiva o negativamente en funcién del tipo celular e inducir la diferenciacion
mesodérmica al menos en embriones de anfibios [DePaolo y col. (1991) Proc Soc Ep Biol Med. 198:500-512; Dyson
y col. (1997) Curr Biol. 7:81-84 y Woodruff (1998) Biochem Pharmacol. 55:953-963]. Asimismo, se ha encontrado que
el factor de diferenciacion eritroide (EDF) aislado de células leucémicas monociticas humanas estimuladas es idéntico
a la activina A [Murata y col. (1988) PNAS, 85:2434]. Se ha sugerido que la activina A favorece la eritropoyesis en la
médula 6sea. En varios tejidos, la transduccién de sefiales de la activina es antagonizada por su heterodimero
relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacion de hormona foliculoestimulante (FSH) desde la pituitaria, la
activina favorece la secrecion y sintesis de FSH, mientras que la inhibina impide la secrecién y sintesis de FSH. Otras
proteinas que pueden regular la bioactividad de la activina y/o unirse a la activina incluyen la folistatina (FS), la proteina
relacionada con la folistatina (FSRP, también conocida como FLRG o FSTL3) y la az2-macroglobulina.

Como se describe en esta solicitud, los agentes que se unen a “activina A” son agentes que se unen especificamente
a la subunidad Ba, ya sea en el contexto de una subunidad Ba aislada o como un complejo dimérico (p. €j., un
homodimero BaBa o un heterodimero BaBg). En el caso de un complejo de heterodimero (p. €j., un heterodimero Bafg),
los agentes que se unen a “activina A” son especificos para epitopos presentes dentro de la subunidad a, pero no se
unen a epitopos presentes dentro de la subunidad que no es Ba del complejo (p. €j., la subunidad Bs del complejo).
Similarmente, los agentes descritos en esta solicitud que antagonizan (inhiben) la “activina A” son agentes que inhiben
una o mas actividades mediadas por una subunidad Ba, ya sea en el contexto de una subunidad Ba aislada o como un
complejo dimérico (p. €j., un homodimero BaBa o un heterodimero BaBg). En el caso de los heterodimeros (Bafg, los
agentes que inhiben la “activina A” son agentes que inhiben especificamente una o mas actividades de la subunidad
Ba, pero no inhiben la actividad de la subunidad que no es a del complejo (p. €j., la subunidad s del complejo). Este
principio se aplica también a los agentes que se unen a, ylo inhiben, la “activina B”, “activina C” y “activina E”. Los
agentes descritos en esta solicitud que antagonizan la “activina AB” son agentes que inhiben una o mas actividades
mediadas por la subunidad a y una o mas actividades mediadas por la subunidad Bs.

Las proteinas Nodal tienen funciones en la induccién y formacion del mesodermo y endodermo, asi como en la
organizacion posterior de estructuras axiales tales como el corazén y el estdmago en la embriogénesis temprana. Se
ha demostrado que el tejido dorsal de un embrion de vertebrado en desarrollo contribuye predominantemente a las
estructuras axiales de la placa notocordal y precordal, a la vez que recluta células circundantes para formar estructuras
embrionarias no axiales. Nodal parece sefalizar tanto a través de los receptores de tipo | y tipo Il como de efectores
intracelulares conocidos como proteinas SMAD. Los estudios respaldan la idea de que ActRIIA y ActRIIB sirven como
receptores de tipo Il para Nodal [véase, p. €j., Sakuma y col. (2002) Genes Cells. 2002, 7:401-12]. Se sugiere a que
los ligandos de Nodal interactian con sus cofactores (p. €j., cripto) para activar los receptores de activina de tipo | y
tipo Il, que fosforilan la SMAD?2. Las proteinas Nodal estan implicadas en muchos acontecimientos cruciales para el
embrién de vertebrado incipiente, que incluyen la formaciéon del mesodermo, la formacién del patrén anterior y la
especificacion del eje izquierda-derecha. Los datos experimentales han demostrado que la transduccion de sefales
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de Nodal activa pAR3-Lux, un indicador de luciferasa que se demostré anteriormente que responde especificamente
a activina y TGF-beta. Sin embargo, Nodal es incapaz de inducir pTIx2-Lux, un indicador sensible especificamente a
las proteinas morfogenéticas 6seas. Los resultados recientes proporcionan pruebas bioquimicas directas de que la
transduccion de sefales de Nodal estd mediada por ambas SMAD de la via de activina-TGF-beta, la SMAD2 y SMAD3.
Las pruebas adicionales han demostrado que la proteina cripto extracelular es necesaria para la transduccion de
sefiales de Nodal, lo que la diferencia de la transduccion de sefiales por activina o TGF-beta.

El factor 8 de crecimiento y diferenciacién (GDF8) también se conoce como miostatina. El GDF8 es un regulador
negativo de la masa muscular esquelética. EI| GDF8 esta muy expresado en el musculo esquelético en desarrollo y
adulto. La mutacion anuladora del GDF8 en ratones transgénicos esta caracterizada por una hipertrofia e hiperplasia
notables del musculo esquelético [McPherron y col., Nature, 1997, 387:83-90]. Aumentos similares en la masa
muscular esquelética son evidentes en mutaciones de origen natural del GDF8 en ganado bovino [véase, p. €j.,
Ashmore y col. (1974) Growth, 38:501-507; Swatland y Kieffer (1994) J. Anim. Sci. 38:752-757; McPherron y Lee
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:12457-12461 y Kambadur y col. (1997) Genome Res. 7:910-915] v,
sorprendentemente, en seres humanos [véase, p. €j., Schuelke y coll. (2004) N Engl J Med 350:2682-8]. Los estudios
también han demostrado que la atrofia muscular asociada a la infeccion por VIH en seres humanos va acompafada
de aumentos en la expresion de proteina GDF8 [véase, p. €]., Gonzalez-Cadavid y col. (1998) PNAS 95:14938-43].
Ademas, el GDF8 puede modular la produccién de enzimas especificas del musculo (p. €j., creatina cinasa) y modular
la proliferacion celular de mioblastos [véase, p. €j., la solicitud de patente internacional con n.° de publicacién WO
00/43781]. El propéptido de GDF8 se puede unir de forma no covalente al dimero del dominio de GDF8 maduro,
inactivando su actividad bioldgica [véase, p. ej., Miyazono y col. (1988) J. Biol. Chem., 263: 6407-6415; Wakefield y
col. (1988) J. Biol. Chem., 263; 7646-7654 y Brown y col. (1990) Growth Factors, 3: 35-43]. Otras proteinas que se
unen al GDF8 o proteinas relacionadas estructuralmente e inhiben su actividad bioldgica incluyen la folistatina y,
potencialmente, proteinas relacionadas con la folistatina [véase, p. ej., Gamer y col. (1999) Dev. Biol., 208: 222-232].

El factor 11 de crecimiento y diferenciaciéon (GDF11), también conocido como BMP11, es una proteina secretada
[McPherron y col., 1999, Nat. Genet. 22: 260-264]. EIl GDF11 se expresa en el brote caudal, el brote de las
extremidades, los arcos maxilar y mandibular y los ganglios de la raiz dorsal durante el desarrollo del raton [véase,
p. €j., Nakashima y col. (1999) Mech. Dev. 80: 185-189]. El GDF11 desempefia un papel exclusivo en la formacién del
patrén de los tejidos tanto mesodérmico como neural [véase, p. ej., Gamer y col. (1999) Dev Biol., 208:222-32]. Se
demostré que el GDF11 es un regulador negativo de la condrogénesis y miogénesis en las extremidades de los
polluelos en desarrollo [véase, p. €j., Gamer y col. (2001) Dev Biol. 229:407-20]. La expresién de GDF11 en el musculo
también sugiere su papel en la regulacién del crecimiento muscular de una manera similar al GDF8. Ademas, la
expresion de GDF11 en el cerebro sugiere que el GDF11 también puede poseer actividades que se relacionan con la
funcion del sistema nervioso. Interesantemente, se encontré que el GDF11 inhibe la neurogénesis en el epitelio olfativo
[véase, p. €j., Wu y col. (2003) Neuron. 37:197-207].

La proteina morfogenética 6sea (BMP7), también denominada proteina osteogénica 1 (OP-1), se sabe que induce la
formacion de cartilagos y huesos. Ademas, la BMP7 regula un amplio abanico de procesos fisiologicos. Por ejemplo,
la BMP-7 puede ser el factor osteoinductor responsable del fendmeno de la osteogénesis epitelial. También se
encontré que la BMP7 desempefia una funcion en la regulacion del calcio y la homeostasis ésea. Al igual que la
activina, la BMP7 se une a receptores de tipo Il, ActRIIA y ActRIIB. Sin embargo, la BMP7 y la activina reclutan distintos
receptores de tipo | en los complejos de receptores heteroméricos. El receptor de tipo | principal de la BMP7 observado
fue ALK2, mientras que la activina se unia exclusivamente a ALK4 (ActRIIB). La BMP7 y la activina provocaron
respuestas bioldgicas distintas y activaron vias de las SMAD diferentes [véase, p. ej., Macias-Silva y col. (1998) J Biol
Chem. 273:25628-36].

Como se demuestra en esta solicitud, los polipéptidos de ActRII (p. €j., polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB) se pueden
usar para aumentar los niveles de glébulos rojos in vivo. En ciertos ejemplos, se muestra que un polipéptido de trampa
de GDF (especificamente una variante de polipéptido de ActRIIB) esta caracterizado por propiedades bioldgicas
exclusivas en comparacion con una muestra correspondiente de un polipéptido de ActRIl de tipo natural (no
modificado). Esta trampa de GDF esta caracterizada, en parte, por una pérdida sustancial de la afinidad de unién por
activina Ay, por lo tanto, una capacidad significativamente reducida para antagonizar la actividad de la activina A, pero
conserva niveles de union e inhibicion del GDF11 practicamente de tipo natural. La trampa de GDF es mas efectiva
para aumentar los niveles de globulos rojos en comparacion con el polipéptido de ActRIl de tipo natural y tiene efectos
beneficiosos en un abanico de modelos de anemia y drepanocitosis. En particular, se demuestra que un polipéptido
de trampa de GDF se puede usar para mejorar la morfologia de los glébulos rojos, aumentar los niveles de glébulos
rojos, aumentar la capacidad de transportar oxigeno de la hemoglobina e impedir la lesion tisular debida a la congestion
vascular y la hipoxia en pacientes con drepanocitosis, lo que indica un uso mucho mas amplio de los antagonistas de
ActRIl en el tratamiento de la drepanocitosis ademas de la mitigacion de la anemia. Cabe sefialar que la hematopoyesis
es un proceso complejo, regulado por un abanico de factores, que incluye la homeostasis de la eritropoyetina, el G-
CSF y la homeostasis del hierro. Los términos “aumentar los niveles de glébulos rojos” y “favorecer la formacién de
glébulos rojos” se refieren a métricas observables clinicamente, tales como hematocrito, recuentos de glébulos rojos
y mediciones de hemoglobina, y estan destinados a ser neutros en cuanto al mecanismo por el que se producen tales
cambios.
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Los datos de la presente descripcion indican, por lo tanto, que la actividad biolégica observada de un polipéptido de
ActRII, con respecto a los niveles de globulos rojos, no es dependiente de la inhibicién de la activina A. Sin embargo,
cabe sefialar que el polipéptido de ActRIIB no modificado, que conserva la unién a activina A, sigue presentando la
capacidad para aumentar los glébulos rojos in vivo. Asimismo, un polipéptido de ActRIIB o ActRIIA que conserva la
inhibicion de la activina A puede ser mas deseable en algunas aplicaciones, en comparacion con una trampa de GDF
que tiene afinidad de unién reducida por la activina A, en las que son deseables ganancias mas modestas en los
niveles de gldbulos rojos y/o en las que un cierto nivel de actividad inespecifica es aceptable (o incluso deseable).

Por consiguiente, los procedimientos de la presente descripcion, en general, estan orientados al uso de uno o mas
agentes antagonistas de ActRII descritos en esta solicitud, opcionalmente en combinacién con uno o mas tratamientos
complementarios, para aumentar la formacién de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una
anemia en un sujeto que lo necesita, para tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y para tratar o impedir
una o mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor,
sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesion de érganos, necesidad de
analgeésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo
de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia,
secuestro hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o croénica, pielonefritis,
aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea,
hemorragia intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea,
priapismo).

En algunos aspectos, los agentes antagonistas de ActRIl descritos en esta solicitud se pueden usar en combinacion
con un activador del receptor de EPO o en pacientes en los que ha fracasado el tratamiento con un activador del
receptor de EPO.

La EPO es una hormona glucoproteica implicada en el crecimiento y la maduracién de células progenitoras eritroides
en eritrocitos. La EPO es producida por el higado durante la vida del feto y por el rifién en adultos. Una produccion
reducida de EPO, que habitualmente se produce en adultos como consecuencia de la insuficiencia renal, conduce a
anemia. La EPO se ha producido mediante técnicas de ingenieria genética basadas en la expresion y secrecién de la
proteina a partir de una célula hospedadora transfectada con el gen de la EPO. La administracién de tal EPO
recombinante ha sido efectiva en el tratamiento de la anemia. Por ejemplo, Eschbach y col. (1987, N Engl J Med
316:73) describen el uso de EPO para corregir la anemia provocada por insuficiencia renal crénica.

Los efectos de la EPO estan mediados por su unién a, y activacion de, un receptor de la superficie celular que
pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas y designado el receptor de EPO. Los receptores de EPO
humanos y murinos han sido clonados y expresados [véase, p. ej., D'Andrea y col. (1989) Cell 57:277; Jones y col.
(1990) Blood 76:31; Winkelman y col. (1990) Blood 76:24 y la patente de los EE. UU. n.° 5 278 065]. El gen del receptor
de EPO humano codifica una proteina transmembranaria de 483 aminoacidos que comprende un dominio extracelular
de aproximadamente 224 aminoacidos y presenta aproximadamente 82 % de identidad de secuencia de aminoacidos
con el receptor de EPO murino (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 6 319 499). El receptor de EPO de longitud
completa clonado expresado en células de mamifero (66-72 kDa) une la EPO con una afinidad (Ko = 100-300 nM)
similar a la del receptor natural de las células progenitoras eritroides. Por tanto, se cree que esta forma contiene el
determinante de unién a EPO principal y se denomina el receptor de EPO. Por analogia con otros receptores de
citocinas estrechamente relacionados, se cree que el receptor de EPO dimeriza tras la unién a agonista. No obstante,
la estructura detallada del receptor de EPO, que puede ser un complejo multimérico, y su mecanismo de activacion
especifico no se entienden completamente (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 6 319 499).

La activacién del receptor de EPO da como resultado varios efectos biolégicos. Estos incluyen la proliferacion de
eritroblastos inmaduros aumentada, diferenciacion de eritroblastos inmaduros aumentada y apoptosis en células
progenitoras eritroides reducida [véase, p. €j., Liboi y col. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355; Koury y
col. (1990) Science 248:378-381]. Las vias de transduccién de sefiales del receptor de EPO que median la proliferacion
y diferenciacion parecen ser distintas [véase, p. ej., Noguchi y col. (1988) Mol Cell Biol 8:2604; Patel y col. (1992) J
Biol Chem, 267:21300 y Liboi y col. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355]. Algunos resultados sugieren
que puede ser necesaria una proteina accesoria para la mediacion de la sefal de diferenciacién [véase, p. €j., Chiba
y col. (1993) Nature 362:646 y Chiba y col. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:11593]. Sin embargo, hay controversia
con respecto a la funcion de las proteinas accesorias en la diferenciacion, ya que una forma del receptor activada
constitutivamente puede estimular tanto la proliferacion como la diferenciacion [véase, p. €j., Pharr y col. (1993) Proc
Natl Acad Sci USA 90:938].

Los activadores del receptor de EPO incluyen agentes estimulantes de la eritropoyesis (ESA) de molécula pequeria,
asi como compuestos a base de EPO. Un ejemplo de lo anterior es un agonista a base de péptidos diméricos enlazado
covalentemente a polietilenglicol (denominaciones comerciales Hematide™ y Omontys®), que ha presentado
propiedades estimulantes de la eritropoyesis en voluntarios sanos y en pacientes tanto con nefropatia cronica como
con anticuerpos anti-EPO enddgenos [véase, p. €j., Stead y col. (2006) Blood 108:1830-1834 y Macdougall y col.
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(2009) N Engl J Med 361:1848-1855]. Otros ejemplos incluyen ESA no basados en péptidos [véase, p. €j., Qureshi y
col. (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:12156-12161].

Los activadores del receptor de EPO también incluyen compuestos que estimulan la eritropoyesis indirectamente, sin
entrar en contacto con el propio receptor de EPO, mejorando la produccién de EPO endégena. Por ejemplo, los
factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF) son estimulantes enddgenos de la expresion del gen de la EPO
que son inhibidos (desestabilizados) en condiciones norméxicas mediante mecanismos reguladores celulares. Por lo
tanto, se estan investigando inhibidores de enzimas prolil hidroxilasa de HIF para determinar la actividad inductora de
EPO in vivo. Otros activadores indirectos del receptor de EPO incluyen inhibidores del factor de transcripcion GATA-
2 [véase, p. €j., Nakano y col. (2004) Blood 104:4300-4307], que inhibe tonicamente la expresion del gen de la EPO,
e inhibidores de la fosfatasa de células hematopoyéticas (HCP o SHP-1), que actian como un regulador negativo de
la transduccion de sefales del receptor de EPO [véase, p. ej., Klingmuller y col. (1995) Cell 80:729-738].

Los términos usados en esta memoria descriptiva generalmente tienen sus significados habituales en la técnica, dentro
del contexto de esta descripcion y en el contexto especifico en el que se usa cada término. Ciertos términos se
describen a continuacién o en otra parte de la memoria descriptiva para proporcionar una orientacioén adicional al
facultativo a la hora de describir las composiciones y los procedimientos de la descripcion y cémo prepararlos y usarlos.
El alcance o significado de cualquier uso de un término resultara evidente a partir del contexto especifico en el que se
usa.

“Homologa”, en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas, se refiere a la relacion entre dos proteinas
que poseen un “origen evolutivo comun”, lo que incluye proteinas de superfamilias de la misma especie de organismo,
asi como proteinas homodlogas de diferentes especies de organismos. Tales proteinas (y sus acidos nucleicos
codificantes) tienen homologia de secuencia, como refleja su similitud de secuencia, ya sea en términos de porcentaje
de identidad o por la presencia de residuos o motivos especificos y posiciones conservadas.

El término “similitud de secuencia”, en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de identidad o
correspondencia entre las secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos que pueden compartir o no un origen
evolutivo comun.

Sin embargo, en el uso habitual y en la presente solicitud, el término “homéloga”, cuando esta modificado con un
adverbio tal como “muy”, se puede referir a similitud de secuencia y puede o no estar relacionado con un origen
evolutivo comun.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia” con respecto a una secuencia de polipéptido (o nucledtidos) de referencia
se define como el porcentaje de residuos de aminoacido (o acidos nucleicos) de una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de aminoacido (o acidos nucleicos) de la secuencia de polipéptido (o nucledtidos) de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para conseguir el porcentaje de
identidad de secuencia maximo y sin considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de
secuencia. La alineacion a efectos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede
conseguir de diversas maneras que se encuentran dentro de los conocimientos de los expertos en la técnica, por
ejemplo, usando software informatico disponible publicamente tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para alinear
secuencias, lo que incluye cualquier algoritmo necesario para conseguir el alineamiento méaximo a lo largo de la
longitud completa de las secuencias que se estan comparando. Sin embargo, a efectos de esta solicitud, los valores
de % de identidad de secuencia de aminoacidos (&cidos nucleicos) se generan usando el programa informatico de
comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue creado
por Genentech, Inc. y el codigo fuente se ha depositado con la documentacion del usuario en la Oficina de Derechos
de Autor de los EE. UU., Washington D.C., 20559, en la que esta registrado con el n.° de registro de derechos de autor
de los EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible publicamente en Genentech, Inc., South San
Francisco, Calif., o se puede compilar a partir del cddigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para uso en
un sistema operativo UNIX, lo que incluye UNIX V4.0D digital. Todos los pardmetros de comparacién de secuencias
son establecidos por el programa ALIGN-2 y no varian.

Como se emplea en esta solicitud, la expresién “no se une sustancialmente a X” esta destinada a significar que un
agente tiene una Ko que es superior a aproximadamente 107, 10-%, 10, 10 o superior (p, €j., ausencia de union
detectable mediante el ensayo usado para determinar la Kp) para “X”.

2. Antagonistas de ActRII

Los datos presentados en esta solicitud demuestran que los antagonistas (inhibidores) de ActRII (p. €j., antagonista
de la transduccion de sefales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8 de ActRIIA y/o ActRIIB) se pueden usar para
aumentar los niveles de gldbulos rojos in vivo y proporcionar otros beneficios a sujetos (pacientes) que los necesitan.
En particular, en esta solicitud se demuestra que tales antagonistas de ActRIl son efectivos en el tratamiento de
diversas anemias, asi como de diversas complicaciones (por ejemplo, trastornos/afecciones) de la drepanocitosis. Por
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consiguiente, la presente descripcion proporciona, en parte, diversos agentes antagonistas de ActRIl que se pueden,
usar solos o en combinacion con uno o mas agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. €j., EPO) u otros tratamientos
complementarios [p. €j., tratamiento con hidroxiurea, transfusion de sangre, terapia de quelacion de hierro y/o
tratamiento del dolor (p. €j., tratamiento con uno o mas de agentes analgésicos opioides, farmacos antinflamatorios
no esteroideos y/o corticosteroides)], para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar
o impedir una anemia en un sujeto que lo necesita, tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y/o tratar o
impedir una 0 mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de
dolor, sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesiéon de érganos, necesidad
de analgésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusién, crisis de vasooclusion, infarto
agudo de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica,
hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o cronica,
pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa,
hemorragia vitrea y/o priapismo) en un sujeto que lo necesita.

En ciertos aspectos, los antagonistas de ActRII preferidos para ser usados segun los procedimientos descritos en esta
solicitud son antagonistas de GDF-ActRIl (p. ej., antagonistas de la transduccion de sefiales mediada por GDF de
ActRIIA y/o ActRIIB, tal como transduccién de sefales a través de SMAD 2/3), particularmente la transduccion de
sefales de ActRIl mediada por GDF11 y/o GDF8. En algunos aspectos, los antagonistas de ActRII preferidos de la
presente descripcién son polipéptidos de ActRIl solubles (p. ej., polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB solubles) y
polipéptidos de trampa de GDF, tales como proteinas de fusion ActRIIA-Fc, proteinas de fusion ActRIIB-Fc y proteinas
de fusién de trampa de GDF-Fc.

Aunque los polipéptidos de ActRIl solubles y polipéptidos de trampa de GDF de la descripcion pueden influir en los
niveles de glébulos rojos y/o en diversas complicaciones de la drepanocitosis mediante un mecanismo distinto del
antagonismo de GDF (p. ej., GDF11 y/o GDF8) [p. €j., la inhibicién del GDF11 y/o GDF8 puede ser un indicador de la
tendencia de un agente a inhibir las actividades de un espectro de agentes adicionales, que incluyen, quizés, otros
miembros de la superfamilia TGF-beta (p. €j., activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal), y tal inhibicion
colectiva puede conducir al efecto deseado sobre, p. €j., la hematopoyesis], se espera que sean utiles otros tipos de
antagonistas de GDF-ActRII que incluyen, por ejemplo, anticuerpos anti-GDFI 1; anticuerpos anti-GDF8; anticuerpos
anti-activina A, B, C y/o E, anticuerpos anti-ActRIIA; anticuerpos anti-ActRIIB; anticuerpos anti-ActRIIA/IIB, acidos
nucleicos no codificantes, de ARNi o ribozimas que inhiben la producciéon de uno o mas de GDF11, GDF8, ActRIIA y/o
ActRIIB; y otros inhibidores (p. €j., inhibidores de molécula pequefia) de uno o mas de GDF11, GDF8, ActRIIA y/o
ActRIIB, particularmente agentes que alteran la unién de GDF11- y/o GDF8-ActRIIA y/o GDF11- y/o GDF8-ActRIIB,
asi como agentes que inhiben la expresion de uno o mas de GDF11, GDF8, ActRIIA y/o ActRIIB. Opcionalmente, los
antagonistas de GDF-ActRII de la presente descripcion se pueden unir a, y/o inhibir la actividad (o expresion) de, otros
ligandos de ActRII que incluyen, por ejemplo, activina A, activina AB, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7
y/o Nodal. Opcionalmente, un antagonista de GDF-ActRII de la presente descripcion se puede usar en combinacion
con al menos un agente antagonista de ActRIl adicional que se une a, y/o inhibe la actividad (o expresién) de, uno o
mas ligandos de ActRII adicionales que incluyen, por ejemplo, activina A, activina AB, activina B, activina C, activina
E, BMP6, BMP7 y/o Nodal. En algunos aspectos, los antagonistas de ActRIl que se van a usar segun los
procedimientos descritos en esta solicitud no se unen sustancialmente a, y/o inhiben, la activina A (p. €j., la activacion
mediada por activina A de la transduccién de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefales a
través de SMAD 2/3).

A. Polipéptidos de ActRIl y trampas de GDF

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a polipéptidos de ActRIl. En particular, la descripcion
proporciona procedimientos para usar uno o mas polipéptidos de ActRII, solos 0 en combinacién con uno o mas
agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. ej., EPO) u otros tratamientos complementarios (p. €j., transfusion de
glébulos rojos o sangre entera, terapia de quelacion de hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.), para, por ejemplo,
aumentar los niveles de gldbulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo
necesita, tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una o mas complicaciones de la
drepanocitosis (p. ej., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico
agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesiéon de 6rganos, necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de
secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio,
enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro
hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o cronica, pielonefritis, aneurisma,
accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia
intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo) y/o
reducir la carga de transfusion de sangre en un sujeto que lo necesita. Como se emplea en esta solicitud, el término
“ActRII” se refiere a la familia de receptores de activina de tipo Il. Esta familia incluye tanto el receptor de activina de
tipo IIA como el receptor de activina de tipo IIB.

Como se emplea en esta solicitud, el término “ActRIIB” se refiere a una familia de proteinas de receptor de activina de
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tipo 1IB (ActRIIB) de cualquier especie y a variantes derivadas de tales proteinas ActRIIB mediante mutagénesis u otra
modificacién. La referencia a ActRIIB en esta solicitud se entiende que es una referencia a una cualquiera de las
formas identificadas actualmente. Los miembros de la familia ActRIIB generalmente son proteinas transmembranarias,
compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando que comprende una region rica en cisteina, un dominio
transmembranario y un dominio citoplasmico con actividad serina/treonina cinasa prevista.

El término “polipéptido de ActRIIB” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de origen natural de un
miembro de la familia ActRIIB, asi como cualquier variante de los mismos (lo que incluye mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas), que conserva una actividad util. Los ejemplos de tales variantes de polipéptidos
de ActRIIA se proporcionan a lo largo de la presente descripcion, asi como en la solicitud de patente internacional con
n.° de publicacion WO 2006/012627. Opcionalmente, los polipéptidos de ActRIIB de la presente descripcion se pueden
usar para aumentar los niveles de globulos rojos en un sujeto. La numeracion de los aminoacidos para todos lo
polipéptidos relacionados con ActRIIB descritos en esta solicitud se basa en la numeracién de la secuencia de proteina
precursora de ActRIIB humano proporcionada més adelante (SEQ ID NO:1), a menos que se designe especificamente
de otro modo.

La secuencia de proteina precursora de ActRIIB humano es la siguiente:

IMTAPWVALAL LWGSLCAGSG RGEAETRECI YYNANWELER TNQSGLERCE

51GEQDKRLHCY

101FCCCEGNFCN

151LIVLLAFWMY
201FGCVWKAQLM
251EKRGSNLEVE
301LHEDVPWCRG
351PPGDTHGQVG
401KAADGPVDEY

451AQLCVTIEEC

ASWRNSSGTI

ERFTHLPEAG

RHRKPPYGHV
NDFVAVKIFP
LWLITAFHDK
EGHKPSIAHR
TRRYMAPEVL
MLPFEEEIGO

WDHDAEARLS

ELVKKGCWLD

GPEVTYEPPP

DIHEDPGPPP

LODKQSWQSE

GSLTDYLKGN

DFKSKNVLLK

EGAINFORDA

HPSLEELQEV

AGCVEERVSL

DFNCYDRQEC

TAPTLLTVLA

PSPLVGLKPL
REIFSTPGMK
ITTWNELCHV
SDLTAVLADF
FLRIDMYAMG
VVHKKMRPTI

IRRSVNGTTS

VATEENPQVY

YSLLPIGGLS

QLLETKARGR
HENLLOQFIAA
AETMSRGLSY
GLAVRFEPGK
LVLWELVSRC
KDHWLKHPGL

DCLVSLVTSV

501TNVDLPPKES ST (SEQ ID NO:1)

El péptido sefal esta indicado con subrayado Unico; el dominio extracelular esta indicado en negrita y los puntos de
N-glucosilaciéon enddgenos potenciales estan indicados con subrayado doble.

La secuencia del polipéptido de ActRIIB humano (extracelular) soluble procesado es la siguiente:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK

GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APT (SEQ ID NO22).

En algunos aspectos, la proteina se puede producir con una secuencia “SGR...” en el extremo aminico. La “cola” del
extremo carboxiterminal del dominio extracelular esta indicada mediante subrayado unico. La secuencia con la “cola”
eliminada (una secuencia A15) es la siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA (SEQ ID NO:3).

También se describe en la bibliografia una forma de ActRIIB con una alanina en la posicion 64 de la SEQ ID NO: 1
(AB4) [véase, p. €j., Hilden y col. (1994) Blood, 83 (8): 2163-2170]. Los solicitantes han determinado que una proteina
de fusion ActRIIB-Fc que comprende un dominio extracelular de ActRIIB con la sustitucién A64 tiene una afinidad
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relativamente baja por la activinay el GDF11. Por el contrario, la misma proteina de fusiéon ActRIIB-Fc con una arginina
en la posicion 64 (R64) tiene una afinidad para la activina y el GDF11 en el intervalo de nanomolar bajo a picomolar
alto. Por lo tanto, las secuencias con una R64 se usan como la secuencia de referencia de “tipo natural” para ActRIIB
humano en esta descripcion.

La forma de ActRIIB con una alanina en la posicion 64 es la siguiente:

10

1 MTAPWVALAL LWGSLCAGSG RGEAETRECI

51GEQDKRLHCY

101FCCCEGNFECN

151LIVLLAFWMY

201FGCVWKAQLM

251EKRGSNLEVE

301LHEDVPWCRG

351PPGDTHGQVG

401KAADGPVDEY

451AQLCVTIEEC

501TNVDLPPKES

ASWANSSGTI

ERFTHLPEAG

RHRKPPYGHV

NDFVAVKIFP

LWLITAFHDK

EGHKPSIAHR

TRRYMAPEVL

MLPFEEEIGO

WDHDAEARLS

ST

ELVKKGCWLD
GPEVTYEPPP
DIHEDPGPPP
LODKQSWQSE
GSLTDYLKGN
DFKSKNVLLK
EGAINFQRDA
HPSLEELQEV
AGCVEERVSL

(SEQ ID NO:4).

YYNANWELER

DENCYDRQEC

TAPTLLTVLA

PSPLVGLKPL

REIFSTPGMK

ITTWNELCHV

SDLTAVLADF

FLRIDMYAMG

VVHKKMRPTI

IRRSVNGTTS

TNQSGLERCE
VATEENPQVY
YSLLPIGGLS
QLLETIKARGR
HENLLQFIAA
AETMSRGLSY
GLAVREEPGK
LVLWELVSRC
KDHWLKHPGL

DCLVSLVTSV

El péptido sefial esta indicado mediante subrayado unico y el dominio extracelular esta indicado en negrita.
La secuencia del polipéptido de ActRIIB (extracelular) soluble procesado de la forma A64 alternativa es la siguiente:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKK

GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APT (SEQ ID NO:5).

En algunos aspectos, la proteina se puede producir con una secuencia “SGR...” en el extremo aminico. La “cola” del
extremo carboxiterminal del dominio extracelular esta indicada mediante subrayado unico. La secuencia con la “cola”
eliminada (una secuencia A15) es la siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKK
GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEA (SEQ ID NO:6).

La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina precursora de ActRIIB humano se muestra a continuacion
(SEQ ID NO: 7), que consta de los nucledtidos 25-1560 de la secuencia de referencia de Genbank NM_001106.3, que
codifica los aminoacidos 1-513 del precursor de ActRIIB. La secuencia mostrada proporciona una arginina en la
posicion 64 y se puede modificar para proporcionar una alanina en su lugar. La secuencia sefial esta subrayada.

1ATGACGGCGC CCTGGGTGGC CCTCGCCCTC CTCTGGGGAT CGCTGTGCGC

51CGGCTCTGGG CGTGGGGAGG CTGAGACACG GGAGTGCATC TACTACAACG
101CCAACTGGGA GCTGGAGCGC ACCAACCAGA GCGGCCTGGA GCGCTGCGAA
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1B1GGCEAGCAGE
201 TGGCACCATC
251GCTACGATAG
30DITTCTGCTGCT
351AGAGGCTGGE
401CCCTGOTCRT
451CTCATCGTCC
S01CGEGETCATGTE
551TGGTGGECCT
G01TTTGGCTGTG
651GATCTTCCCA
TO1TCAGCACACC
TE1GAGARGUGAG
§01CCATGACARG
851GGARCGRACT
SO1ICTGCATGAGE
951 TGECCCACAGS
1001CAGCCGETGCT
1081CCTCCAGGGE
1101TEAGETGCTC
1151 TTGACATGTA
1201AAGGECTGCAG
1251GATTGGCCARG
1301AGARAGATGAG
1351GCCCAGCTTT
1401 TCGCTTGTCC
1451CGEGETCAACGE
1501ACCAATGETGE

ES 2845650 T3

ACAAGCGGCT
GAGCTCGTGR
GCAGGAGTGT
GTGARGGCAR
GGCCCGGAAG
GGTGCUTGGIC
TGCTGGCCTT
GACATCCATG
GAAGCCACTG
TCTEGAAGEC
CTCCAGGRACA
TGGCATGRAAG
GCTCCARCCT
GGCTCCCTCA
GTGTCATGTA
ATGTGCCCTG
GACTTTARAR
GGCTGACTTT
ACACCCACGE
GAGGGAGCCA
TGCCATGGGEE
MCGGACCCET
CACCCTTCGT
GCCCACCATT
GTGTGACCAT
GUGEGETETG
CACTACCTCG
ACCTGCCCCC

GCACTGCTAC
AGARGGGCTG
GTGECCACTG
CTTCTGCAAC
TCACGTACGA
TACTCACTGC
TTGGATGTAC
AGGACCCTGG
CAGCTGCTGG
CCAGCTCATG
AGCAGTCGTG
CACGAGAACC
CGRAGTAGAG
CGGATTACCT
GCAGAGACGA
GTGCCGTGGC
GTAAGAATGT
GGCTTGGCTG
ACAGGTAGGC
TCARCTTCCA
TTGGTGCTGT
GGATGAGTAC
TGGAGGAGCT
ARAGATCACT
CGRAGGAGTGC
TGGAGGAGCG
GACTGTCTCG
TRARGAGTCA

GCCTCCTGGE
CTGGCTAGAT
AGGAGAACCC
GAACGCTTCAR
GCCACCCCCG
TGUCCATCGG
CGGCATCGCA
GCCTCCACCA
AGATCAAGGC
RATGACTTTG
GCAGRAGTGAR
TGCTACAGTT
CTGTGGCTCA
CARGGGGRAC
TETCACGRGG
GAGGGCCACAH
ATTGCTGRAG
TTCGATTTGR
ACGAGACGGT
GAGAGATGCC
GGGAGCTTGT
ATGCTGCCCT
GCAGGAGGTG
GGTTGAAACH
TGGGRCCATG
GGTGTCCCTG
TTTCCCTGGET
AGCATC

GCARCAGCTC
GRCTTCAMCT
CCAGGTGETAC
CTCATTTGCC
ACAGCCCCCA
GGGCCTTTCC
AGCCCCCCTA
CCATCCCCTC
TCGEEGEEGEIGEE
TAGCTGTCAR
CGGGAGATCT
CATTGCTGCC
TCACGGCCTT
ATCATCACAT
CCTCTCATAC
AGCCGTCTAT
AGCGACCTCA
GCCAGGGARAR
ACATGGCTCC
TTCCTGCGCA
GTCTCGCTGE
TTCEAGGAAGR
GTGGTGCACA
CCCGGGCCTG
ATGCAGAGGC
ATTCGGAGET
GACCTCTGTC

(SEQ ID NO: 7).

Una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de ActRIIB humano (extracelular) soluble procesado es la
siguiente (SEQ ID NO: 8). La secuencia mostrada proporciona una arginina en la posiciéon 64 y se puede modificar
5 para proporcionar una alanina en su lugar.

1GGGCGTGGGE AGGCTGAGAC ACGGGAGTGC ATCTACTACA ACGCCAACTG
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101AGGACAAGCG
151ATCGAGCTCG
201TAGGCAGGAG
251GCTGTGAAGG
301GGGGGCCCGE

ES 2

CGCACCAACC
GCTGCACTGC
TGAAGAAGGG
TGTGTGGCCA
CAACTTCTGC
AAGTCACGTA

845 650 T3

AGAGCGGCCT
TACGCCTCCT
CTGCTGGCTA
CTGAGGAGAA
AACGAACGCT
CGAGCCACCC

GGAGCGCTGC
GGCGCAACAG
GATGACTTCA
CCCCCAGGTG
TCACTCATTT
CCGACAGCCC

GAAGGCGAGC
CTCTGGCACC
ACTGCTACGA
TACTTCTGCT
GCCAGAGGCT
CCACC

(SEQ ID NO:8).

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a polipéptidos de ActRIIA. Como se emplea en esta solicitud,
el término “ActRIIA” se refiere a una familia de proteinas de receptores de activina de tipo IIA (ActRIIA) de cualquier
especie y a variantes derivadas de tales proteinas ActRIIA mediante mutagénesis u otra modificacion. La referencia a
ActRIIA, en esta solicitud, se entiende que es una referencia a una cualquiera de las formas identificadas actualmente.
Los miembros de la familia ActRIIA generalmente son proteinas transmembranarias, compuestas por un dominio
extracelular de union a ligando que comprende una region rica en cisteina, un dominio transmembranario y un dominio
citoplasmico con actividad de serina/treonina cinasa prevista.

El término “polipéptido de ActRIIA” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de origen natural de un
miembro de la familia ActRIIA, asi como cualquier variante de los mismos (lo que incluye mutantes, fragmentos,
fusiones y formas peptidomiméticas) que conserva una actividad util. Los ejemplos de tales variantes de polipéptidos
de ActRIIA se proporcionan a lo largo de la presente descripcion, asi como en la solicitud de patente internacional con
n.° de publicacion WO 2006/012627. Opcionalmente, los polipéptidos de ActRIIA de la presente descripcion se pueden
usar para aumentar los niveles de gldbulos rojos en un sujeto. La numeracion de los aminoacidos para todos lo
polipéptidos relacionados con ActRIIA descritos en esta solicitud se basa en la numeracion de la secuencia de proteina
precursora de ActRIIA humano proporcionada a continuacion (SEQ ID NO:9), a menos que se designe
especificamente de otro modo.

La secuencia de proteina precursora de ActRIIA humano es la siguiente:

IMGAAAKLAFA

VFLISCSSGA

51YGDKDKRRHC
101YFCCCEGNMC
151IAGIVICAFWY
201GRFGCVWKAQ
251GAEKRGTSVD
301AYLHEDIPGL
351KSAGDTHGQV

401CTAADGPVDE
451MAMLCETIEE

501VINVDEPPKE

FATWKNISGS
NEKFSYFPEM
YRHHKMAYPP
LLNEYVAVKI
VDLWLITAFH
KDGHKPAISH
GTRRYMAPEV

YMLPFEEEIG
CWDHDAEARL

SSL

ILGRSETQEC
IEIVKQGCWL
EVTQPTSNPV
VLVPTQDPGP
FPIQODKQSWQ
EKGSLSDFLK
RDIKSKNVLL
LEGAINFQORD

QHPSLEDMQE
SAGCVGERIT
(SEQ ID NO:9)

LFFNANWEKD
DDINCYDRTD
TPKPPYYNIL
PPPSPLLGLK
NEYEVYSLPG
ANVVSWNELC
KNNLTACIAD
AFLRIDMYAM

VVVHKKKRPV
QMORLTNIIT

RTNQTGVEPC
CVEKKDSPEV
LYSLVPLMLI
PLQLLEVKAR
MKHENILQFI
HIAETMARGL
FGLALKFEAG
GLVLWELASR

LRDYWQKHAG
TEDIVTVVTM

El péptido sefial esta indicado mediante subrayado unico; el dominio extracelular esta indicado en negrita y los puntos
de N-glucosilaciéon endégenos potenciales estan indicados mediante subrayado doble.

La secuencia del polipéptido de ActRIIA humano (extracelular) soluble procesado es la siguiente:
ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG

CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTOPTSNPVTPK
PP (SEQ ID NO:10)

La “cola” del extremo carboxiterminal del dominio extracelular esta indicada mediante subrayado unico. La secuencia
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con la “cola” eliminada (una secuencia A15) es la siguiente:

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM (SEQ ID NO:11)

5 La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina precursora de ActRIIA humano se muestra a continuacion
(SEQ ID NO: 12), como sigue a los nucledtidos 159-1700 de la secuencia de referencia de Genbank NM_001616.4.
La secuencia sefal esta subrayada.

latgggagctg

ctgcaaagtt

ggcgtttgcc

gtctttctta

tctcectgttce

51ttcaggtgct
10latgctaattyg
151tatggtgaca
201lttctggttcc
25lactgctatga
3oltatttttgtt
351tccggagatyg
40lcaccctatta
451gcggggattyg
501ctaccctect
551ctccattact
60lggaagatttyg
651tgtcaaaata

70laagtctacag

751ggtgcagaaa
g80lagcatttcat
851tctcttggaa
901gcatatttac
951catatctcac
1001itgacagcttg
105laagtctgcag
110ltccagaggta
1151ggatagatat
1201tgtactgctyg
1251ggaaattggc
130lataaaaaaaa
135latggcaatgc
l40lagccaggtta
l451gactaacaaa

1501gtgacaaatg

atacttggta
ggaaaaagac
aagataaacg
attgaaatag
caggactgat
gctgtgaggg
gaagtcacac
caacatcctg
tcatttgtgce
gtacttgttc
aggtttgaaa
gttgtgtctg
tttccaatac

tttgcctgga

aacgaggcac
gaaaagggtt
tgaactgtgt
atgaggatat
agggacatca
cattgctgac
gcgataccca
ttagagggtyg
gtatgccatg
cagatggacc
cagcatccat
gaggcctgtt
tctgtgaaac
tcagctggat
tattattacc
ttgactttcc

(SEQ ID NO:12)

gatcagaaac
agaaccaatc
gcggcattgt
tgaaacaagqg
tgtgtagaaa
caatatgtgt
agcccacttc
ctctattcect
attttgggtyg
caactcaaga
ccactgcagt
gaaagcccag
aggacaaaca

atgaagcatg

cagtgttgat
cactatcaga
catattgcag
acctggccta
aaagtaaaaa
tttgggttygy
tggacaggtt
ctataaactt
ggattagtcc
tgtagatgaa
ctcttgaaga
ttaagagatt
cattgaagaa
gtgtaggtga
acagaggaca

tcccaaagaa

34

tcaggagtgt
aaactggtgt
tttgctacct
ttgttggctg
aaaaagacag
aatgaaaagt
aaatccagtt
tggtgccact
tacaggcatc
cccaggacca
tattagaagt
ttgcttaacyg
gtcatggcaa

agaacatatt

gtggatcttt
ctttcttaag
aaaccatggc
aaagatggcc
tgtgctgttg
ccttaaaatt
ggtacccgga
ccaaagggat
tatgggaact
tacatgttgc
catgcaggaa
attggcagaa
tgttgggatc
aagaattacc
ttgtaacagt
tctagtcta

cttttcttta
tgaaccgtgt
ggaagaatat
gatgatatca
ccctgaagta
tttcttattt
acacctaagc
tatgttaatt
acaagatggc
ccecccacctt
gaaagcaadgg
aatatgtggc
aatgaatacg

acagttcatt

ggctgatcac
gctaatgtgg
tagaggattyg
acaaacctgc
aaaaacaacc
tgaggctggc
ggtacatggc
gcatttttga
ggcttctcge
catttgagga
gttgttgtgc
acatgctgga
acgacgcaga
cagatgcaga

ggtcacaatg
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La secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de ActRIIA humano (extracelular) soluble procesado es la

siguiente:
latacttggta
5lggaaaaagac
10laagataaacg
15lattgaaatag
201caggactgat
251gctgtgaggg

30lgaagtcacac

gatcagaaac
agaaccaatc
gcggecattgt
tgaaacaagg
tgtgtagaaa
caatatgtgt

agcccacttc

5 (SEQ ID NO:13).

tcaggagtgt
aaactggtgt
tttgctacct
ttgttggctg
aaaaagacag
aatgaaaagt

aaatccagtt

cttttcttta
tgaaccgtgt
ggaagaatat
gatgatatca
ccctgaagta
tttcttattt

acacctaagc

atgctaattg
tatggtgaca
ttctggttec
actgctatga
tatttttgtt
tccggagatg

caccc

Una alineacion de las secuencias de aminoacidos del dominio extracelular soluble de ActRIIB humano y el dominio
extracelular soluble de ActRIIA humano se ilustra en la Figura 1. Esta alineacion indica residuos de aminoacidos dentro
de ambos receptores que se cree que entran en contacto directamente con ligandos de ActRII. La Figura 2 representa
10 una alineacion de multiples secuencias de diversas proteinas de ActRIIB de vertebrados y ActRIIA humano. A partir
de estas alineaciones, es posible predecir las posiciones de aminoacidos clave dentro del dominio de unién a ligando
que son importantes para las actividades de unién ActRIl-ligando normales, asi como predecir las posiciones de los
aminoacidos que es probable que sean tolerantes a sufrir sustitucion sin alterar significativamente las actividades de

union ActRIl-ligando normales.
15

En otros aspectos, la presente descripcion se refiere a polipéptidos de trampa de GDF (también denominados “trampas
de GDF”), que se pueden usar, por ejemplo, solos o en combinacién con uno o mas agentes estimulantes de la
eritropoyesis agentes (p. ej., EPO) u otros tratamientos complementarios (p. €j., transfusién de glébulos rojos, sangre
entera, terapia de quelacion de hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.), para, p. €j., aumentar los niveles de glébulos
20 rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo necesita, tratar la drepanocitosis
en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de
anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusion de
sangre, lesion de drganos, necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis
hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme
25 cronica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga de hierro, infarto
esplénico, insuficiencia renal aguda y/o crénica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico,

hemorragia

intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular,

isquemia

retiniana

periférica, retinopatia falciforme proliferativa y/o priapismo), reducir la carga de transfusion de sangre en un sujeto que

lo necesita.
30

En algunos aspectos, las trampas de GDF de la presente descripcion son variantes de polipéptidos de ActRII solubles
(p. €j., polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB) que comprenden una o mas mutaciones (p. ej., adiciones, eliminaciones,
sustituciones de aminoacidos y combinaciones de las mismas) en el dominio extracelular (también denominado
dominio de unioén a ligando) de un polipéptido de ActRII (p. €j., un polipéptido de ActRII de “tipo natural”) de tal manera
35 que la variante de polipéptido de ActRII tiene una o mas actividades de union a ligando alteradas con respecto al
polipéptido de ActRII de tipo natural correspondiente. En aspectos preferidos, los polipéptidos de trampa de GDF de
la presente descripcion conservan al menos una actividad similar a un polipéptido de ActRIl de tipo natural
correspondiente (p. ej., un polipéptido de ActRIIA o ActRIIB). Por ejemplo, una trampa de GDF se puede unir a, y/o
inhibir (p. ej., antagonizar) la funcién de, uno o mas ligandos de ActRII (p. gj., inhibir la activacion mediada por ligando
40 de ActRIl de la transduccién de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la via de transduccién de sefiales a través
de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8). En algunos aspectos, las trampas de GDF de la presente descripcion se unen a, y/o
inhiben, uno 0 mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, Nodal, GDF8, GDF11, BMP6 y/o

BMP7).

45 En ciertos aspectos, los polipéptidos de trampa de GDF de la descripcion tienen afinidad de unién elevada por uno o
mas ligandos de ActRIl especificos (p. €j., GDF8, GDF11, BMP6, Nodal y/o BMP7). En otros aspectos, los polipéptidos
de trampa de GDF de la descripcion tienen afinidad de unién reducida por uno o mas ligandos de ActRII especificos
(p. €j., activina A, activina B, activina AB, activina C y/o activina E). En otros aspectos mas, los polipéptidos de trampa
de GDF de la descripcion tienen afinidad de unién elevada por uno o mas ligandos de ActRII especificos y afinidad de

50 unién reducida por uno o mas ligandos de ActRIl distintos/diferentes. Por consiguiente, la presente descripcion
proporciona polipéptidos de trampa de GDF que tienen una especificidad de unién alterada por uno o mas ligandos

de ActRII.
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En ciertos aspectos preferidos, las trampas de GDF de la presente descripcion estan disefiadas para unirse
preferentemente a, y antagonizar, el GDF11 y/o GDF8 (también conocido como miostatina), p. ej., en comparacion
con un polipéptido de ActRII de tipo natural. Opcionalmente, tales trampas de unién a GDF11 y/o GDF8 se pueden
unir ademas a, y/o antagonizar, uno o mas de Nodal, GDF8, GDF11, BMP6 y/o BMP7. Opcionalmente, tales trampas
de union a GDF11 y/o GDF8 se pueden unir ademas a, y/o antagonizar, uno o mas de activina B, activina C, activina
E, Nodal, GDF8, GDF11, BMP6 y/o BMP7. Opcionalmente, tales trampas de uniéon a GDF11 y/o GDF8 se pueden unir
ademas a, y/o antagonizar, uno o mas de activina A, activina A/B, activina B, activina C, activina E, Nodal, GDF8,
GDF11, BMP6 y/o BMP7. En ciertos aspectos, las trampas de GDF de la presente descripcion tienen afinidad de unién
reducida por las activinas (p. €j., activina A, activina A/B, activina B, activina C, activina E), p. €j., en comparacion con
un polipéptido de ActRII de tipo natural. En ciertos aspectos preferidos, un polipéptido de trampa de GDF de la presente
descripcién tiene afinidad de unién reducida por la activina A.

Por ejemplo, la descripcién proporciona polipéptidos de trampa de GDF que se unen preferentemente a, y/o
antagonizan, el GDF8/GDF11 con respecto a la activina A. Como se demuestra en los Ejemplos de la descripcion,
tales polipéptidos de trampa de GDF son activadores mas potentes de la eritropoyesis in vivo en comparacion con los
polipéptidos de ActRIl que conservan afinidad de unién alta por la activina A. Asimismo, estos polipéptidos de trampa
de GDF que no se unen a activina A presentan efectos reducidos sobre otros tejidos. Por lo tanto, tales trampas de
GDF pueden ser utiles para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto a la vez que reducen efectos
inespecificos potenciales asociados a la unién/antagonizacion de activina A. Sin embargo, tales polipéptidos de trampa
de GDF selectivos pueden ser menos deseables en algunas aplicaciones donde pueden ser necesarias ganancias
mas modestas en los niveles de glébulos rojos para el efecto terapéutico y donde cierto nivel de efecto inespecifico es
aceptable (o incluso deseable).

Los residuos de aminoacido de las proteinas ActRIIB (p. €j., E39, K55, Y60, K74, W78, L79, D80 y F101) estan en la
cavidad de unioén a ligando de ActRIIB y ayudan a la uniéon mediada a sus ligandos, por ejemplo, activina A, GDF11 y
GDF8. Por tanto, la presente descripcion proporciona polipéptidos de trampa de GDF que comprenden un dominio de
unién a ligando (p. ej., un dominio de union a GDF8/GDF11) alterado de un receptor ActRIIB que comprende una o
mas mutaciones en esos residuos de aminoacidos.

Opcionalmente, el dominio de union a ligando alterado puede tener selectividad aumentada para un ligando tal como
GDF11 y/o GDF8 con respecto a un dominio de unién a ligando de tipo natural de un receptor ActRIIB. A modo
ilustrativo, se pueden seleccionar una o0 mas mutaciones que aumentan la selectividad del dominio de unién a ligando
alterado para GDF11 y/o GDF8 sobre una o mas activinas (activina A, activina B, activina AB, activina C y/o activina
A), particularmente activina A. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado tiene una relacion de Kq para la
unién a activina a Kq para la union a GDF11 y/o GDF8 que es al menos 2, 5, 10, 20, 50, 100 o incluso 1000 veces
superior con respecto a la relacion para el dominio de union a ligando de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de
unién a ligando alterado tiene una relacién de Clso para la inhibiciéon de activina a Clso para la inhibicion de GDF11 y/o
GDF8 que es al menos 2, 5, 10, 20, 50, 100 o incluso 1000 veces superior con respecto al dominio de union a ligando
de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de unioén a ligando alterado inhibe el GDF11 y/o GDF8 con una Clso al
menos 2, 5, 10, 20, 50, 100 o incluso 1000 veces inferior la Clso para la inhibicién de activina.

Como ejemplo especifico, el residuo de aminoacido cargado positivamente Asp (D80) del dominio de unién a ligando
de ActRIIB se puede mutar a un residuo de aminoacido diferente para producir un polipéptido de trampa de GDF que
se une preferentemente a GDF8, pero no a activina. Preferiblemente, el residuo D80 con respecto a la SEQ ID NO: 1
se cambia por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: un residuo de aminoacido no
cargado, un residuo de aminoacido negativo y un residuo de aminoacido hidréfobo. Como ejemplo especifico adicional,
el residuo hidrofobo L79 de la SEQ ID NO: 1 se puede alterar para conferir propiedades de unién a activina-
GDF11/GDF8 alteradas. Por ejemplo, una sustitucion L79P reduce la uniéon a GDF11 en mayor medida que la union
a activina. En cambio, la sustitucion de L79 por un aminoacido acido [un acido aspartico o acido glutamico; una
sustitucion L79D o una L79E] reduce enormemente la afinidad de unién a activina A, mientras que conserva la afinidad
de unién a GDF11. En aspectos ejemplares, los procedimientos descritos en esta solicitud utilizan un polipéptido de
trampa de GDF que es una variante de polipéptido de ActRIIB que comprende un aminoacido acido (p. €j., D o E) en
la posicion que corresponde a la posiciéon 79 de la SEQ ID NO: 1, opcionalmente en combinacién con una o mas
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos adicionales.

Como reconocera un experto en la materia, la mayoria de las mutaciones, variantes o modificaciones descritas en
esta solicitud se pueden hacer a nivel de acido nucleico o, en algunos casos, mediante modificacion postraduccional
o sintesis quimica. Tales técnicas son muy conocidas en la técnica y algunas de ellas se describen en esta solicitud.

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a polipéptidos de ActRII (polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB) que
son polipéptidos de ActRII solubles. Como se describe en esta solicitud, el término “polipéptido de ActRII soluble”
generalmente se refiere a polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRII. El término
“polipéptido de ActRII soluble”, como se emplea en esta solicitud, incluye cualquier dominio extracelular de origen
natural de una proteina ActRII, asi como cualquier variante de la misma (lo que incluye mutantes, fragmentos y formas
peptidomiméticas) que conserva una actividad util (p. ej., un polipéptido de trampa de GDF como se describe en esta
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solicitud). Otros ejemplos de polipéptidos de ActRIl solubles comprenden una secuencia sefial ademas del dominio
extracelular de una proteina ActRIIA o de trampa de GDF. Por ejemplo, la secuencia sefial puede ser una secuencia
sefial natural de una proteina ActRIIA o ActRIIB, o una secuencia sefial de otra proteina, lo que incluye, por ejemplo,
una secuencia sefal de activador del plasmindgeno tisular (APT) o una secuencia sefal de melitina de miel de abeja
(HBM).

En parte, la presente descripcion identifica porciones y variantes funcionalmente activas de polipéptidos de ActRIl que
se pueden usar como orientacion para generar y usar polipéptidos de ActRIIA, polipéptidos de ActRIIB y polipéptidos
de trampa de GDF dentro del alcance de los procedimientos descritos en esta solicitud.

Las proteinas ActRIl se han caracterizado en la técnica en términos de caracteristicas estructurales y funcionales,
particularmente en lo que respecta a la unién a ligando [véase, p. ej., Attisano y col. (1992) Cell 68(1):97-108;
Greenwald y col. (1999) Nature Structural Biology 6(1): 18-22; Allendorph y coll. (2006) PNAS 103(20: 7643-7648;
Thompson y col. (2003) The EMBO Journal 22(7): 1555-1566 y las patentes de los EE. UU. n.°: 7 709 605, 7 612 041
y 7 842 663].

Por ejemplo, Attisano y col. demostraron que una eliminacién del nudo de prolina en el extremo carboxiterminal del
dominio extracelular de ActRIIB reducia la afinidad del receptor por la activina. Una proteina de fusion ActRIIB-Fc que
contiene los aminoacidos 20-119 de la presente SEQ ID NO: 1, “ActRIIB(20-119)-Fc” tiene union reducida a GDF-11
y activina con respecto a una ActRIIB(20-134)-Fc, que incluye la regién de nudo de prolina y el dominio
yuxtamembranario completo (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 7 842 663). Sin embargo, una proteina
ActRIIB(20-129)-Fc conserva una actividad similar, aunque algo reducida, con respecto al tipo natural, incluso aunque
la region de nudo de prolina esté alterada. Por tanto, los dominios extracelulares de ActRIIB que terminan en el
aminoacido 134, 133, 132, 131, 130y 129 (con respecto a la presente SEQ ID NO:1) se espera que sean todos activos,
pero las construcciones que terminan en el 134 o 133 pueden ser mas activas. Similarmente, las mutaciones en
cualquiera de los residuos 129-134 (con respecto a la SEQ ID NO: 1) no se espera que alteren la afinidad de unién a
ligando por margenes grandes. Para respaldar esto, las mutaciones de P129 y P130 (con respecto a la SEQ ID NO:
1) no reducen sustancialmente la union a ligando. Por lo tanto, un polipéptido de ActRIIB o un polipéptido de trampa
de GDF a base de ActRIIB de la presente descripcion puede terminar tan pronto como en el aminoacido 109 (la cisteina
final), sin embargo, las formas que terminan en, o entre, el 109 y 119 (p. €j., 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117, 118 0 119) se espera que tengan union a ligando reducida. El aminoacido 119 (con respecto a la presente SEQ
ID NO: 1) esta mal conservado y, por tanto, se altera o trunca facilmente. Los polipéptidos de ActRIIB y las trampas
de GDF a base de ActRIIB que terminan en el 128 (con respecto a la presente SEQ ID NO: 1) o posterior deberian
conservar actividad de unién a ligando. Los polipéptidos de ActRIIB y las trampas de GDF a base de ActRIIB que
terminan en, o entre, el 119y 127 (p. ej., 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126 o0 127), con respecto a SEQ ID NO:
1, tendran una capacidad de unién intermedia. Puede ser deseable usar cualquiera de estas formas, en funcion del
entorno clinico o experimental.

En el extremo aminico de ActRIIB, se espera que una proteina que comienza en el aminoacido 29 o antes (con
respecto a la presente SEQ ID NO: 1) conservara actividad de union a ligando. El aminoacido 29 representa la cisteina
inicial. Una mutacién de alanina a asparagina en la posicion 24 (con respecto a la SEQ ID NO: 1) introduce una
secuencia de N-glucosilacion sin afectar sustancialmente a la unién a ligando (véase, p. €]., la patente de los EE. UU.
n.° 7 842 663). Esto confirma que las mutaciones en la region situada entre el péptido sefial de escision y la region
reticulada de cisteina, que corresponde a los aminoacidos 20-29, se toleran bien. En particular, los polipéptidos de
ActRIIB y las trampas de GDF a base de ActRIIB que comienzan en la posicion 20, 21, 22, 23 y 24 (con respecto a la
presente SEQ ID NO: 1) deberian conservar actividad general de union a ligando, y los polipéptidos de ActRIIB y las
trampas de GDF a base de ActRIIB que comienzan en las posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 (con respecto a la presente
SEQ ID NO: 1) también se espera que conserven actividad de union a ligando. Los datos mostrados en esta solicitud,
asi como en, p. €]., la patente de los EE. UU. n.° 7 842 663 demuestran que, sorprendentemente, una construccion de
ActRIIB que comienza en el 22, 23, 24 o 25 tendra la actividad maxima.

En conjunto, una porcién activa (p. ej., actividad de unién a ligando) de ActRIIB comprende los aminoacidos 29-109
de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, los polipéptidos de ActRIIB y las trampas de GDF a base de ActRIIB de la presente
descripcién pueden comprender, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una porcion de ActRIIB que comienza en un residuo que
corresponde a los aminoacidos 20-29 (p. €j., que comienza en los aminoacidos 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 0 29)
de la SEQ ID NO: 1 y que termina en una posicion que corresponde a los aminoacidos 109-134 (p. €j., que termina en
el aminoacido 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128,
129, 130, 131, 132, 133 0 134) de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, los polipéptidos de trampa de GDF a base
de ActRIIB de la presente descripcién no comprenden, o no consisten en, los aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO:
1. Otros ejemplos incluyen polipéptidos que comienzan en una posicién de 20-29 (p. €j., la posicion 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28 0 29) 0 21-29 (p. €j., la posicidn 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29) y terminan en una posicion de 119-
134 (p. €j., 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134), 119-133 (p. €j., 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 0 133), 129-134 (p. €j., 129, 130, 131, 132, 133 0 134) o
129-133 (p. €j., 129, 130, 131, 132 0 133) de la SEQ ID NO: 1. Otros ejemplos incluyen construcciones que comienzan
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en una posicion de 20-24 (p. €j., 20, 21, 22, 23 0 24), 21-24 (p. €j., 21, 22, 23 0 24) 0 22-25 (p. €j., 22, 22,23 0 25) y
terminan en una posicion de 109-134 (p. €j., 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,
123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134), 119-134 (p. €j., 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126,
127,128, 129, 130, 131, 132, 133 0 134) 0 129-134 (p. €j., 129, 130, 131, 132, 133 0 134) de la SEQ ID NO: 1. También
se contemplan variantes dentro de estos intervalos, particularmente las que tienen al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la porcién correspondiente de la SEQ ID NO: 1. En algunos
aspectos, los polipéptidos de ActRIIB y las trampas de GDF a base de ActRIIB comprenden un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a
los residuos de los aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos, los polipéptidos de trampa de GDF
a base de ActRIIB no comprenden, o no consisten en, los aminoacidos 25-131 de la SEQ ID NO: 1.

La descripcion incluye los resultados de un analisis de estructuras de ActRIIB compuestas, mostradas en la Figura 1,
que demuestra que la cavidad de unidn a ligando esta definida, en parte, 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. En estas posiciones, se
espera que se toleren mutaciones conservadoras, aunque una mutacion K74A se tolera bien, al igual que R40A, K55A,
F82A y mutaciones en la posicion L79. R40 es una K en Xenopus, lo que indica que se toleraran aminoacidos basicos
en esta posicion. Q53 es R en ActRIIB bovino y K en ActRIIB de Xenopus vy, por lo tanto, se toleraran aminoacidos
que incluyen R, K, Q, N y H en esta posicion. Por tanto, una formula general para un polipéptido de ActRIIB y
polipéptido de trampa de GDF a base de ActRIIB de la descripcién es una que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a los aminoacidos
29-109 de la SEQ ID NO: 1, que comienza opcionalmente en una posicion que varia de 20-24 (p. €j., 20, 21, 22,23 o
24) 0 22-25 (p. ej., 22, 23, 24 o0 25) y que termina en una posicion que varia de 129-134 (p. €j., 129, 130, 131, 132,
133 0 134), y que comprende no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores de aminoacidos en la cavidad de
unioén a ligando, y cero, una o mas alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/u 82 de la
cavidad de union a ligando. Los puntos fuera de la cavidad de unién en los que la variabilidad se puede tolerar
particularmente bien, incluyen los extremos amino y carboxi del dominio extracelular (como se sefiald anteriormente)
y las posiciones 42-46 y 65-73 (con respecto a la SEQ ID NO: 1). Una alteracién de asparagina a alanina en la posicion
65 (N65A) mejora realmente la unién a ligando en fondo de A64 y, por tanto, se espera que no tenga un efecto
perjudicial sobre la unién a ligando en el fondo de R64 (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.°. 7 842 663). Este
cambio probablemente elimina la glucosilacion en N65 del fondo de A64, lo que demuestra, por tanto, que 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, se puede tolerar otro residuo basico, tal como H, en la posicion 64 (véase, p. €j., la patente de los EE.
UU. n.° 7 842 663).

ActRIIB se conserva bien en practicamente todos los vertebrados, con grandes tramos del dominio extracelular
conservados completamente. Muchos de los ligandos que se unen a ActRIIB también estan muy conservados. Por
consiguiente, las comparaciones de secuencias de ActRIIB de diversos organismos vertebrados proporcionan una
idea de los residuos que se pueden alterar. Por lo tanto, una variante de polipéptido de ActRIIB humano y trampa de
GDF a base de ActRIIB activa util segin los procedimientos descritos actualmente pueden incluir uno o mas
aminoacidos en las posiciones correspondientes de la secuencia de otro ActRIIB de vertebrado, o pueden incluir un
residuo que es similar al de la secuencia humana o de otro vertebrado. Los ejemplos siguientes ilustran esta estrategia
para definir una variante de ActRIIB activa. L46 es una valina en ActRIIB de Xenopus y, por tanto, esta posicion se
puede alterar y, opcionalmente se puede alterar a otro residuo hidréfobo, tal como V, | o F, o un residuo apolar tal
como A. E52 es una K en Xenopus, lo que indica que este punto puede tolerar un amplio abanico de cambios, que
incluyen residuos polares, tales como E, D, K, R, H, S, T, P, G, Y y probablemente A. T93 es una K en Xenopus, lo
que indica que se tolera una amplia variacion estructural en esta posicidn, con los residuos polares favorecidos, tales
como S, K, R, E,D, H, G, P, Gey. F108 es una Y en Xenopus Y, por lo tanto, se deberia tolerar Y u otro grupo
hidréfobo, tal como |, Vo L. E111 es K en Xenopus, lo que indica que se toleraran residuos cargados en esta posicion,
lo que incluye D, R, Ky H, asi como Q y N. R112 es K en Xenopus, lo que indica que se toleran residuos basicos en
esta posicion, lo que incluye Ry H. A en la posicion 119 esta relativamente mal conservada y se presenta como P en
roedores y V en Xenopus, por tanto, se deberia tolerar esencialmente cualquier aminoacido en esta posicion.

Se ha demostrado anteriormente que la adicion de un punto de N-glucosilacién adicional (N-X-S/T) se tolera bien en
lo que respecta a la forma ActRIIB(R64)-Fc (véase, p. €]., la patente de los EE. UU. n.° 7 842 663). Por lo tanto, las
secuencias N-X-S/T generalmente se pueden introducir en posiciones fuera de la cavidad de union a ligando definida
en la Figura 1 del polipéptido de ActRIIB y las trampas de GDF a base de ActRIIB de la presente descripcion. Los
puntos particularmente adecuados para la introduccién de secuencias N-X-S/T no enddégenas incluyen los
aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134 o0 129-134 (con respecto a la SEQ ID NO:1). Las secuencias N-
X-S/T también se pueden introducir en el enlazador entre la secuencia de ActRIIB y un dominio Fc u otro componente
de fusién. Tal punto se puede introducir con un esfuerzo minimo introduciendo una N en la posicién correcta con
respecto a una S o T preexistentes, o introduciendo una S o T en una posicién que corresponde a una N preexistente.
Por tanto, las alteraciones deseables que crearian un punto de N-glucosilacion son: A24N, R64N, S67N (posiblemente
combinadas con una alteracion N65A), E105N, R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S y R112T (con respecto
a la SEQ ID NO:1). Cualquier S que se prevé que se va a glucosilar se puede alterar a una T sin crear un punto
inmunogénico, debido a la proteccion proporcionada por la glucosilacién. Asimismo, cualquier T que se prevé que se
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va a glucosilar se puede alterar a una S. Por tanto, las alteraciones S67T y S44T (con respecto a la SEQ ID NO: 1)
estan contempladas. Asimismo, en una variante A24N, se puede usar una alteracién S26T. Por consiguiente, un
polipéptido de ActRIIB y una trampa de GDF a base de ActRIIB de la presente descripcion pueden ser una variante
que tiene una o mas secuencias consenso de N-glucosilacion no endégenas adicionales como se describid
anteriormente.

Las variaciones descritas en esta solicitud se pueden combinar de diversas maneras. Adicionalmente, los resultados
del programa de mutagénesis descrito en esta solicitud indican que hay posiciones de aminoacidos en ActRIIB que a
menudo es beneficioso conservar. Con respecto a la SEQ ID NO: 1, estas incluyen la posicién 64 (aminoacido basico),
posicion 80 (aminoacido acido o hidréfobo), posicion 78 (hidréfobo, y particularmente triptéfano), posicion 37 (acido, y
particularmente acido aspartico o glutamico), posicién 56 (aminoacido basico), posicion 60 (aminoacido hidréfobo,
particularmente fenilalanina o tirosina). Por tanto, en los polipéptidos de ActRIIB y las trampas de GDF a base de
ActRIIB descritos en esta solicitud, la descripcidn proporciona una estructura de aminoacidos que se puede conservar.
Otras posiciones que puede ser deseable conservar son las siguientes: la posicion 52 (aminoacido acido), posicién 55
(aminoacido basico), posicion 81 (acido), 98 (polar o cargado, particularmente E, D, R o K), todas con respecto a la
SEQ ID NO: 1.

Una férmula general para un polipéptido de ActRIIA activo (p. €j., de union a ligando) es una que comprende un
polipéptido que comienza en el aminoacido 30 y termina en el aminoacido 110 de la SEQ ID NO: 9. Por consiguiente,
los polipéptidos de ActRIIA y las trampas de GDF a base de ActRIIA de la presente descripcion pueden comprender
un polipéptido que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntico a los aminoacidos
30-110 de la SEQ ID NO: 9. En algunos aspectos, las trampas de GDF a base de ActRIIA de la presente descripcion
no comprenden, o no consisten en, los aminoacidos 30-110 de la SEQ ID NO: 9. Opcionalmente, los polipéptidos de
ActRIIA y polipéptidos de trampa de GDF a base de ActRIIA de la presente descripcion comprenden un polipéptido
que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico a los aminoacidos 12-82 de la
SEQ ID NO: 9 que comienza opcionalmente en una posiciéon que variade 1 a5 (p.ej., 1,2,3,405)03-5(p. €], 3,4
0 5) y que termina en una posicién que varia de 110-116 (p. €j., 110, 111, 112, 113, 114, 1150 116) 0 110-115 (p. €j.,
110, 111, 112, 113, 114 o 115), respectivamente, y que comprende no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores
de aminoacidos en la cavidad de unién a ligando, y cero, una o mas alteraciones no conservadoras en las posiciones
40, 53, 55, 74, 79 y/u 82 de la cavidad de unién a ligando con respecto a la SEQ ID NO: 9.

En ciertos aspectos, se pueden obtener fragmentos funcionalmente activos de polipéptidos de ActRIl (p. €j.,
polipéptidos de ActRIIA y ActRIIB) y polipéptidos de trampa de GDF de la presente descripcion cribando polipéptidos
producidos recombinantemente a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica un polipéptido
de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF (p. €j., SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32, 39, 40, 42, 46 y 48). Ademas, se
pueden sintetizar quimicamente fragmentos usando técnicas conocidas en la técnica, tales como sintesis quimica con
f-Moc o t-Boc en fase solida de Merrifield convencional. Los fragmentos se pueden producir (recombinantemente o
mediante sintesis quimica) y ensayar para identificar los fragmentos peptidilo que pueden actuar como antagonistas
(inhibidores) de receptores ActRIl y/o uno o mas ligandos de ActRIl (p. ej., GDF11, GDFS8, activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal).

En algunos aspectos, un polipéptido de ActRIIA de la presente descripcién es un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las
SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26, y 28. En ciertos aspectos, el polipéptido de ActRIIA comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de
aminodacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26 y 28. En ciertos aspectos, el polipéptido de
ActRIIA consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9,
10, 11,22, 26 y 28.

En algunos aspectos, un polipéptido de ActRIIB de la presente descripcién es un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las
SEQID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 29, 31 y 49. En ciertos aspectos, el polipéptido de ActRIIB comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 29, 31 y 49. En ciertos aspectos, el polipéptido de
ActRIIB consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1,
2,3,4,5,6, 29, 31y49.

En algunos aspectos, un polipéptido de trampa de GDF de la presente descripcidon es una variante de polipéptido de
ActRIIB que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 29, 30, 31, 36, 37, 38, 41, 44, 45,49, 50 y 51. En
ciertos aspectos, la trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1,
2,3,4,5,6, 29, 30, 31, 36, 37, 38, 41, 44, 45, 49, 50 y 51. En ciertos aspectos, la trampa de GDF comprende una
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secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 29, 30, 31, 36, 37, 38, 41, 44, 45, 49,
50y 51, donde la posicién que corresponde a L79 de la SEQ ID NO: 1, 4 0 49 es un aminoacido acido (un residuo de
aminoacido D o E). En ciertos aspectos, la trampa de GDF consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia
de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 36, 37, 38, 41, 44, 45, 50 y 51. En ciertos aspectos, la trampa de
GDF no comprende, o no consiste en, una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 2, 3,
4,5,6,29y 31.

En algunos aspectos, un polipéptido de trampa de GDF de la presente descripcion es una variante de polipéptido de
ActRIIA que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26, 28, 29 y 31. En ciertos aspectos, la trampa de
GDF comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26, 28, 29 y 31. En
ciertos aspectos, la trampa de GDF consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que es
al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada
de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26, 28, 29 y 31. En ciertos aspectos, la trampa de GDF no comprende, o no
consiste en, una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 22, 26, 28, 29 y 31.

En algunos aspectos, la presente descripcion contempla fabricar variantes funcionales modificando la estructura de
un polipéptido de ActRII (p. ej., polipéptido de ActRIIA o ActRIIB) o una trampa de GDF para fines tales como mejorar
la eficacia terapéutica o la estabilidad (p. ej., semivida ex vivo o resistencia a la degradacién proteolitica in vivo). Las
variantes se pueden producir mediante sustitucion, eliminacion o adicién de aminoacidos o combinaciones de las
mismas Por ejemplo, es razonable 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 sustitucién similar de un aminoacido por un aminoacido
relacionado estructuralmente (p. ej., mutaciones conservadoras) no tendra un efecto importante sobre la actividad
biolégica de la molécula resultante. Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una
familia de aminoacidos que estan relacionados en cuanto a sus cadenas laterales. Si un cambio en la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido de la descripcion da como resultado un homdlogo funcional, se puede determinar
facilmente evaluando la capacidad de la variante de polipéptido para producir una respuesta en las células de una
manera similar al polipéptido de tipo natural, o para unirse a uno o mas ligandos, tales como GDF11, activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina E, GDF8, BMP6 y BMP7, en comparacion con el polipéptido no modificado
o de tipo natural.

En ciertos aspectos, la presente descripcidon contempla mutaciones especificas de polipéptidos de ActRlIl y polipéptidos
de trampa de GDF de la presente descripcion para alterar la glucosilacion del polipéptido. Tales mutaciones se pueden
seleccionar para introducir o eliminar uno o mas puntos de glucosilacion, tales como puntos de O-glucosilacion o N-
glucosilacién. Los puntos de reconocimiento de la glucosilacion en asparagina generalmente comprenden una
secuencia tripeptidica, asparagina-X-treonina o asparagina-X-serina (en la que “X” es cualquier aminoacido) que es
reconocida especificamente por las enzimas de glucosilacion celular apropiadas. La alteracion también se puede hacer
mediante la adicién de, o sustitucién por, uno o mas residuos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido (para
puntos de O-glucosilacién). Un abanico de sustituciones o eliminaciones de aminoacidos en una o ambas de la primera
o tercera posiciones de aminoacido de un punto de reconocimiento de la glucosilacion (y/o eliminacién de aminoacidos
en la segunda posicién) dan como resultado la ausencia de glucosilacién en la secuencia tripeptidica modificada. Otro
medio para aumentar el niumero de restos carbohidrato en un polipéptido es mediante acoplamiento quimico o
enzimatico de glucosidos al polipéptido. En funcién del modo de acoplamiento usado, el uno o mas glicidos se pueden
fijar a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina; (d)
grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos tales como los de
fenilalanina, tirosina o triptéfano; o (f) el grupo amida de la glutamina. La retirada de uno o mas restos carbohidrato
presentes en un polipéptido se puede lograr quimica y/o enzimaticamente. La desglucosilacién quimica puede implicar,
por ejemplo, la exposicién de un polipéptido al compuesto acido trifluorometanosulfénico o a un compuesto
equivalente. Este tratamiento da como resultado la escision de la mayor parte o la totalidad de los glucidos a excepcion
del glucido enlazador (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina) a la vez que deja la secuencia de aminoacidos
intacta. La escisidon enzimatica de restos carbohidrato en polipéptidos se puede lograr mediante el uso de un abanico
de endo- y exoglucosidasas como describen Thotakura y col. [Meth. Enzymol. (1987) 138:350]. La secuencia de un
polipéptido se puede ajustar, segun proceda, en funcion del tipo de sistema de expresion usado, ya que las células de
mamifero, levadura, insecto o vegetales pueden introducir patrones de glucosilacion diferentes que se pueden ver
afectados por la secuencia de aminoacidos del péptido. En general, los polipéptidos de ActRIl y polipéptidos de trampa
de GDF de la presente descripcidn para uso en seres humanos se pueden expresar en una estirpe celular de mamifero
que proporciona la glucosilacion correcta, tal como las estirpes celulares HEK293 o CHO, aunque se espera que otras
estirpes celulares de expresion de mamifero también sean Utiles.

Esta descripcion contempla ademas un procedimiento para generar mutantes, particularmente conjuntos de mutantes
combinatorios de polipéptidos de ActRIl y polipéptidos de trampa de GDF de la presente descripcion, asi como
mutantes de truncamiento. Los grupos de mutantes combinatorios son especialmente Utiles para identificar secuencias
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de ActRIl y trampa de GDF. El fin de cribar tales colecciones combinatorias puede ser el de generar, por ejemplo,
variantes de polipéptido que tienen propiedades alteradas, tales como farmacocinética alterada o unién a ligando
alterada. A continuacion, se proporciona un abanico de ensayos de cribado, y tales ensayos se pueden usar para
evaluar variantes. Por ejemplo, los polipéptidos de ActRII y polipéptidos de trampa de GDF se pueden cribar para
determinar su capacidad para unirse a un receptor ActRIl, de impedir la unién de un ligando de ActRII (p. ej., GDF11,
GDFS8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP7, BMP6 y/o Nodal) a un polipéptido de ActRII, o
de interferir con la transduccion de sefales provocada por un ligando de ActRII.

La actividad de los polipéptidos de ActRII o polipéptidos de trampa de GDF también se puede ensayar en un ensayo
a base de células o in vivo. Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa
de GDF sobre la expresién de genes implicados en la hematopoyesis. Esto se puede realizar, segin sea necesario,
en presencia de una o mas proteinas de ligando de ActRII recombinantes (p. ej., GDF11, GDFS8, activina A, activina
B, activina AB, activina C, activina E, BMP7, BMP6 y/o Nodal), y las células se pueden transfectar para producir un
polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF vy, opcionalmente, un ligando de ActRIl. Asimismo, se puede
administrar un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF a un ratén u otro animal y se pueden evaluar una
0 mas mediciones en sangre, tales como un recuento de RBC, hemoglobina o un recuento de reticulocitos, usando
procedimientos reconocidos en la técnica.

Se pueden generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva o generalmente
aumentada con respecto a un polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF de referencia. Tales variantes,
cuando se expresan a partir de construcciones de ADN recombinante, se pueden usar en protocolos de genoterapia.
Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a variantes que tienen semividas intracelulares drasticamente diferentes al
polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF no modificados correspondientes. Por ejemplo, la proteina
alterada se puede hacer mas estable o menos estable a la degradacion proteolitica u otros procesos celulares que
dan como resultado la destruccion, o inactivacién de otro modo, de un polipéptido no modificado. Tales variantes, y
los genes que las codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles de polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa
de GDF modulando la semivida del polipéptido. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos bioldgicos
mas transitorios y, cuando forma parte de un sistema de expresion inducible, puede permitir un control mas estricto
de los niveles de polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF recombinantes dentro de la célula. En una
proteina de fusiéon a Fc, se pueden hacer mutaciones en el enlazador (si lo hay) y/o en la porcién Fc para alterar la
semivida de la proteina.

Se puede producir una coleccién combinatoria por medio de una genoteca degenerada que codifica una coleccion de
polipéptidos que incluyen cada uno al menos una porcién de secuencias de ActRIl o trampa de GDF potenciales. Por
ejemplo, una mezcla de oligonucledtidos sintéticos se puede ligar enzimaticamente a secuencias genéticas de tal
manera que el conjunto degenerado de secuencias de nucleétidos codificantes de polipéptido de ActRIl o trampa de
GDF potenciales sean expresables como polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas
de fusion mas grandes (p. €j., para presentacion en fagos).

Hay muchas maneras mediante las que se puede generar la coleccion de homdlogos potenciales a partir de una
secuencia de oligonucleétido degenerada. La sintesis quimica de una secuencia genética degenerada se puede llevar
a cabo en un sintetizador de ADN automatico, y los genes sintéticos se pueden ligar a continuacién en un vector
apropiado para la expresion. La sintesis de oligonucleétidos degenerados es muy conocida en la técnica (véase, p. €j.,
Narang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura y col. (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos.
Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier paginas 273-289; Itakura y col. (1984) Annu. Rev. Biochem.
53:323; Itakura y col. (1984) Science 198:1056; |ke y col. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477. Tales técnicas se han
empleado en la evolucion dirigida de otras proteinas. Véase, p. €j., 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 de los EE. UU. n.%: 5 223 409, 5 198 346 y 5 096 815.

Alternativamente, se pueden utilizar otras formas de mutagénesis para generar una coleccion combinatoria. Por
ejemplo, los polipéptidos de ActRII o polipéptidos de trampa de GDF de la presente descripcion se pueden generar a
partir de una coleccion cribando mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida por barrido de alanina [véase, p. €j., 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 barrido de enlazador [véase, p. €j., Gustin y col. (1993) Virology 193:653-660; y Brown
y col. (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight y col. (1982) Science 232:316], mediante mutagénesis por
saturacion [véase, p. €j., Meyers y col., (1986) Science 232:613]; mediante mutagénesis por dirigida por PCR [véase,
p. €j., Leung y col. (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19]; o mediante mutagénesis aleatoria, lo que incluye mutagénesis
quimica [véase, p. €j., Miller y col. (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY
y Greener y col. (1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34]. La mutagénesis dirigida por barrido de enlazador,
particularmente en un entorno combinatorio, es un procedimiento atractivo para identificar formas truncadas
(bioactivas) de polipéptidos de ActRII.
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Se conoce un abanico de técnicas en la técnica para cribar productos genéticos de colecciones combinatorias
fabricadas mediante mutaciones y truncamientos puntuales y, por ende, para cribar genotecas de ADNc para
seleccionar productos genéticos que tienen una cierta propiedad. Tales técnicas seran generalmente adaptables para
el cribado rapido de las genotecas generadas mediante la mutagénesis combinatoria de polipéptidos de ActRIl o
polipéptidos de trampa de GDF de la descripcion. Las técnicas usadas mas ampliamente para cribar genotecas
grandes comprenden tipicamente clonar la genoteca en vectores de expresion replicables, transformar células
apropiadas con la coleccion de vectores resultante y expresar los genes combinatorios en condiciones en las que la
deteccién de una actividad deseada facilita el aislamiento relativamente facil del vector que codifica el gen cuyo
producto se detectd. Los ensayos preferidos incluyen ensayos de union a ligando de ActRII (p. ej., GDF11, GDF8,
activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP7, BMP6 y/o Nodal) y/o ensayos de transduccion de
sefiales celulares mediada por ligando de ActRII.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIl o polipéptidos de trampa de GDF de la descripcion pueden comprender
ademas modificaciones postraduccionales ademas de cualquiera de las que estan presente de forma natural en el
polipéptido de ActRII (p. €j., un polipéptido de ActRIIA o ActRIIB) o polipéptido de trampa de GDF. Tales modificaciones
incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion. Como
resultado, el polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF puede contener elementos no aminoacidicos, tales
como polietilenglicoles, lipidos, polisacaridos o0 monosacaridos, y fosfatos. Los efectos de tales elementos no
aminoacidicos sobre la funcionalidad de un polipéptido de trampa de ligando se pueden ensayar como se describe en
esta solicitud para otras variantes de ActRIl o trampa de GDF. Cuando se produce un polipéptido de la descripcion en
células escindiendo una forma incipiente del polipéptido, el procesamiento postraduccional también puede ser
importante para el plegamiento y/o la funcion correctos de la proteina. Diferentes células (p. ej., CHO, HeLa, MDCK,
293, WI38, 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 de ActRIl o polipéptidos de trampa de GDF.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIl o polipéptidos de trampa de GDF de la presente descripcion incluyen
proteinas de fusién que tienen al menos una porciéon (dominio) de un polipéptido de ActRII (p. €j., un polipéptido de
ActRIIA o ActRIIB) o polipéptido de trampa de GDF y una o més porciones (dominios) heterdlogas. Los ejemplos muy
conocidos de tales dominios de fusién incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutation S-transferasa
(GST), tiorredoxina, proteina A, proteina G, una region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina
de unién a maltosa (MBP) o albumina sérica humana. Se puede seleccionar un dominio de fusion para conferir una
propiedad deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusién son particularmente Utiles para el aislamiento de
proteinas de fusidn mediante cromatografia de afinidad. Con fines de purificacion por afinidad, se usan matrices
relevantes para cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas a glutatién, amilasa y niquel o cobalto.
Muchas de tales matrices estan disponibles en forma de “kit”, tal como el sistema de purificacién de GST de Pharmacia
y el sistema QlAexpress™ (Qiagen) Utiles con parejas de fusidon (HISs). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un
dominio de fusion para facilitar la deteccién de los polipéptidos de trampa de ligando. Los ejemplos de tales dominios
de deteccion incluyen las diversas proteinas fluorescentes (p. ej., GFP), asi como “epitopos de identificacion”, que
normalmente son secuencias peptidicas cortas para las que esta disponible un anticuerpo especifico. Los epitopos de
identificacion muy conocidos para los que se dispone facilmente de anticuerpos monoclonales especificos incluyen
epitopos FLAG, hemaglutinina (HA) del virus de la gripe y c-myc. En algunos casos, los dominios de fusion tienen un
punto de escision de proteasas, tal como para el Factor Xa o la trombina, que permite que la proteasa relevante digiera
parcialmente las proteinas de fusién y libere de ese modo las proteinas recombinantes de las mismas. Las proteinas
liberadas se pueden aislar a continuacion del dominio de fusion mediante separacién cromatografica posterior. En
ciertos aspectos preferidos, un polipéptido de ActRII o un polipéptido de trampa de GDF se fusiona con un dominio
que estabiliza el polipéptido in vivo (un dominio “estabilizador”). Por “estabilizar’ se entiende cualquier cosa que
aumenta la semivida en suero, independientemente de si esto se debe a destruccién reducida, depuracion reducida
por el rifidén u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién Fc de una inmunoglobulina confieren
propiedades farmacocinéticas deseables a un amplio abanico de proteinas. Asimismo, las fusiones a albumina sérica
humana pueden conferir propiedades deseables. Otros tipos de dominios de fusién que se pueden seleccionar
incluyen dominios de multimerizacion (p. ej., dimerizacion, tetramerizacién) y dominios funcionales (que confieren una
funcién bioldgica adicional, tal como la estimulacion adicional del crecimiento muscular).

En ciertos aspectos, la presente descripcién proporciona proteinas de fusién de ActRIl o trampa de GDF que
comprenden la secuencia del dominio Fc de IgG1 siguiente:
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1ITHTCPPCPAP ELLGGPSVEL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE
51VKFNWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQOD WLNGKEYKCK
101VSNKALPVPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSREEMTKNQ VSLTCLVKGE
151YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SFEFLYSKLTV DKSRWOQOGNV

201FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSPGK (SEQ ID NO:14).

En otros aspectos, la presente descripcion proporciona proteinas de fusion de ActRIl o trampa de GDF que
comprenden la variante del dominio Fc de IgG1 siguiente:
5

1THTCPPCPAP ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE
51VKENWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK
101VSNKALPAPTI EKTISKAKGQ PREPQOVYTLP PSREEMTKNQ VSLTCLVKGF

151YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SEFELYSKLTV DKSRWQQOGNV

201FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSPGK (SEQ ID NO:64)

En otros aspectos mas, la presente descripcién proporciona proteinas de fusion de ActRIl o trampa de GDF que
comprenden la variante del dominio Fc de IgG1 siguiente:
10
1THTCPPCPAP ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTICV VVD (A)VSHEDPE

S51VKFNWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK (A)
101VSNKALPVPI EKTISKAKGQO PREPQVYTLP PSREEMTKNQ VSLTCLVKGE

151YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG PEFFLYSKLTV DKSRWOOGNV

201FSCSVMHEAL HN (A)HYTQKSLS LSPGK (SEQ ID NO:15).

Opcionalmente, el dominio Fc de IgG1 tiene una o mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-
434. En ciertos casos, el dominio Fc de IgG1 mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (p. j., mutacion Asp-

15 265) tiene capacidad de unién reducida al receptor Fcy con respecto a un dominio Fc de tipo natural. En otros casos,
el dominio Fc mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (p. ej., mutacion Asn-434) tiene capacidad de union
aumentada al receptor Fc (FcRN) relacionado con el MHC de clase | con respecto a un dominio Fc de IgG1 de tipo
natural.

20 En ciertos otros aspectos, la presente descripcion proporciona proteinas de fusion de ActRIl o trampa de GDF que
comprenden variantes del dominio Fc de 1IgG2, que incluyen lo siguiente:

1IVECPPCPAPP VAGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVQ
51 FNWYVDGVEV HNAKTKPREE QFNSTEFRVVS VLTVVHQODWL NGKEYKCKVS
101 NKGLPAPIEK TISKTKGQPR EPQVYTLPPS REEMTKNQVS LTCLVKGFYP
151 SDIAVEWESN GQOPENNYKTT PPMLDSDGSFE FLYSKLTVDK SRWQOGNVES

201 CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGK (SEQ ID NO:65)

25 Se entiende que diferentes elementos de las proteinas de fusién se pueden disponer de cualquier manera que sea
compatible con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un dominio de polipéptido de ActRIl o dominio de polipéptido
de trampa de GDF se puede colocar en el extremo carboxiterminal a un dominio heterélogo o, alternativamente, un
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dominio heterdlogo se puede colocar en el extremo carboxiterminal a un polipéptido de trampa de GDF. El dominio de
polipéptido de ActRIl o dominio de polipéptido de trampa de GDF y el dominio heterdlogo no necesitan estar
adyacentes en una proteina de fusién, y se pueden incluir dominios o secuencias de aminoacidos adicionales carboxi-
o0 aminoterminales a cualquier dominio o entre los dominios.

Por ejemplo, una proteina de fusién de ActRIl o trampa de GDF puede comprender una secuencia de aminoacidos
como se expone en la formula A-B-C. La porcion B corresponde a un dominio de polipéptido de ActRIl o un dominio
de polipéptido de trampa de GDF. Las porciones A y C pueden ser independientemente cero, uno 0 mas de un
aminoacido, y las porciones tanto A como C, cuando estan presentes, son heterdlogas a B. Las porciones A y/o C se
pueden fijar a la porcién B a través de una secuencia de enlazador. Los enlazadores ejemplares incluyen enlazadores
polipeptidicos cortos tales como 2-10, 2-5, 2-4, 2-3 residuos de glicina, tal como, por ejemplo, un enlazador Gly-Gly-
Gly. Otros enlazadores adecuados se describieron anteriormente en esta solicitud [p. ej., un enlazador TGGG (SEQ
ID NO: 53)]. En ciertos aspectos, una proteina de fusion de ActRIl o trampa de GDF comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en la formula A-B-C, donde A es una secuencia lider (sefial), B consiste en un dominio
de polipéptido de ActRIl o GDF y C es una porcién de polipéptido que mejora una o mas de estabilidad in vivo, semivida
in vivo, absorciéon/administracién, ubicacién o distribucion tisular, formacion de complejos proteicos y/o purificacion.
En ciertos aspectos, una proteina de fusién de ActRIl o trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en la férmula A-B-C, donde A es una secuencia lider de TPA, B consiste en un dominio de polipéptido
de ActRIl o GDF y C es un dominio Fc de inmunoglobulina. Las proteinas de fusion preferidas comprenden la
secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 22, 26, 29, 31, 36, 38, 41,44 y 51.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIl o trampa de GDF de la presente descripcion contienen una o mas
modificaciones que son capaces de estabilizar los polipéptidos. Por ejemplo, tales modificaciones mejoran la semivida
in vitro de los polipéptidos, mejoran la semivida circulatoria de los polipéptidos y/o reducen la degradacion proteolitica
de los polipéptidos. Tales modificaciones estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusion (que
incluyen, por ejemplo, proteinas de fusidon que comprenden un dominio de polipéptido de ActRIl o un dominio de
trampa de GDF y un dominio estabilizador), modificaciones de un punto de glucosilacién (que incluyen, por ejemplo,
la adicién de un punto de glucosilaciéon a un polipéptido de la descripcidon) y modificaciones de restos carbohidrato
(que incluyen, por ejemplo, la retirada de restos carbohidrato de un polipéptido de la descripcion). Como se emplea
en esta solicitud, el término “dominio estabilizador” no solo se refiere a un dominio de fusion (p. €j., un dominio Fc de
inmunoglobulina) como en el caso de las proteinas de fusion, sino que también incluye modificaciones no proteicas
tales como un resto carbohidrato, o resto no proteico, tal como polietilenglicol.

En aspectos preferidos, los polipéptidos de ActRIl y las trampas de GDF que se van a usar segun los procedimientos
descritos en esta solicitud son polipéptidos aislados. Como se emplea en esta solicitud, una proteina o un polipéptido
aislado es uno que ha sido separado de un componente de su entorno natural. En algunos aspectos, un polipéptido
de la descripcion se purifica hasta mas de 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de pureza como se determina mediante,
por ejemplo, electroforesis (p. ej., SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (p. €j.,
HPLC de intercambio i6nico o de fase inversa). Los procedimientos para la evaluacién de la pureza de los anticuerpos
son muy conocidos en la técnica [véase, p. €j., Flatman y col., (2007) J. Chromatogr. B 848:79-87].

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIl y las trampas de GDF de la descripcion se pueden producir mediante
un abanico de técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, los polipéptidos de la descripcion se pueden sintetizar
usando técnicas de quimica proteica estandar, tales como las descritas en Bodansky, M. Principles of Peptide
Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) y Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman and
Company, Nueva York (1992). Ademas, se comercializan sintetizadores peptidicos automatizados (véase, p. €.,
Advanced Chemtech Modelo 396; Milligen/Biosearch 9600). Alternativamente, los polipéptidos de la descripcion, lo
que incluye fragmentos o variantes de los mismos, se pueden producir recombinantemente usando diversos sistemas
de expresion [p. €j., E. coli, células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, baculovirus], como se sabe bien
en la técnica. En un aspecto adicional, los polipéptidos modificados o no modificados de la descripcidén se pueden
producir mediante digestion de polipéptidos de ActRIl o trampa de GDF de longitud completa producidos
recombinantemente usando, por ejemplo, una proteasa, p, e€j., tripsina, termolisina, quimotripsina, pepsina o enzima
convertidora de aminoacidos basicos emparejados (PACE). Se puede usar analisis informatico (usando un software
comercializado, p. ej., MacVector, Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.) para identificar puntos de escisién
proteolitica. Alternativamente, tales polipéptidos se pueden producir a partir de polipéptidos de ActRIl o trampa de
GDF de longitud completa producidos recombinantemente usando escision quimica (p. €j., bromuro de ciandgeno,
hidroxilamina, etc.).

Cualquiera de los polipéptidos de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., polipéptidos de ActRIIA o ActRIIB) se puede
combinar con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl adicionales de la descripciéon para conseguir el efecto
deseado (p. €j., aumentar el rojo niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina en un sujeto que lo necesita, tratar o
impedir una anemia, tratar la drepanocitosis, tratar o impedir una o0 mas complicaciones de la drepanocitosis). Por
ejemplo, un polipéptido de ActRII descrito en esta solicitud se puede usar en combinacién con i) uno o mas polipéptidos
de ActRII adicionales descritos en esta solicitud, ii) una o mas trampas de GDF descritas en esta solicitud; iii) uno o
mas anticuerpos antagonistas de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-activina A, un anticuerpo
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anti-activina B, un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo
anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA y/o un anticuerpo anti-
ActRIIB); iv) uno o mas antagonistas de ActRIl de molécula pequefia descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista
de molécula pequena de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6,
BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); v) uno o mas de los antagonistas de ActRIl de polinucleétidos descritos en esta
solicitud (p. €j., un antagonista de polinucleétidos de uno o mas de GDF11, GDFS8, activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA, y/o ActRIIB); vi) uno o mas polipéptidos de folistatina descritos
en esta solicitud; y/o vii) uno o mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

Similarmente, cualquiera de las trampas de GDF descritas en esta solicitud se puede combinar con uno o mas agentes
antagonistas de ActRIl adicionales de la descripcion para conseguir el efecto deseado (p. ej., aumentar los niveles de
gldbulos rojos y/o hemoglobina en un paciente que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la drepanocitosis,
tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis). Por ejemplo, una trampa de descrita en esta solicitud
se puede usar en combinacién con i) una o mas trampas de GDF adicionales descritas en esta solicitud, ii) uno o mas
polipéptidos de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., polipéptidos de ActRIIA o ActRIIB); iii) uno 0 mas anticuerpos
antagonistas de ActRII descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-activina A, un anticuerpo anti-activina B,
un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-GDF8, un
anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA y/o un anticuerpo anti-ActRIIB); iv) uno o
mas antagonistas de ActRIl de molécula pequeiia descritos en esta solicitud (p. ej., un antagonista de molécula
pequefa de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7,
Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); v) uno o mas de los antagonistas de ActRIl de polinucleétidos descritos en esta solicitud
(p- €j., un antagonista de polinucleétidos de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina
C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA, y/o ActRIIB); vi) uno o mas polipéptidos de folistatina descritos en esta
solicitud; y/o vii) uno o mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

B. Acidos nucleicos que codifican polipéptidos de ActRIl y trampas de GDF

En ciertos aspectos, la presente descripcion proporciona acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican
los polipéptidos de ActRIl y los polipéptidos de trampa de GDF (lo que incluye fragmentos, variantes funcionales y
proteinas de fusion de los mismos) descritos en esta solicitud. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 12 codifica el polipéptido
precursor de ActRIIA humano de origen natural, mientras que la SEQ ID NO: 13 codifica el dominio extracelular
procesado de ActRIIA. Ademas, la SEQ ID NO: 7 codifica un polipéptido precursor de ActRIIB humano de origen
natural (la variante R64 descrita anteriormente), mientras que la SEQ ID NO: 8 codifica el dominio extracelular
procesado de ActRIIB (la variante R64 descrita anteriormente). Los acidos nucleicos objetivo pueden ser
monocatenarios o bicatenarios. Tales acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN. Estos acidos nucleicos
se pueden usar, por ejemplo, en procedimientos para fabricar polipéptidos de trampa de ligando a base de ActRIl de
la presente descripcion.

Como se emplea en esta solicitud acido nucleico aislado se refiere a una molécula de acido nucleico que ha sido
separada de un componente de su entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico
contenida en células que normalmente contienen la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico
estd presente extracromosémicamente o en una ubicacidén cromosémica que es diferente de su ubicacion
cromosémica natural.

En ciertos aspectos, la expresion acidos nucleicos que codifican polipéptidos de ActRIl y trampas de GDF de la
presente descripcion se entiende que incluye acidos nucleicos que son variantes de una cualquiera de las SEQ ID
NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 47 y 48. Las variantes de secuencias de nucleétidos incluyen secuencias
que difieren en una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleétidos, lo que incluye variantes alélicas, vy,
por lo tanto, incluiran secuencias codificantes que difieren de la secuencia de nucleétidos designada en una cualquiera
de las SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 47 y 48.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de ActRIl y las trampas de GDF de la presente descripcion estan codificados por
secuencias de acidos nucleicos aislados o recombinantes que son al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o
99 % idénticas a las SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 47 y 48. En algunos aspectos, las trampas de
GDF de la presente descripcidn no estan codificadas por secuencias de acidos nucleicos que comprenden, o consisten
en, una cualquiera de las secuencias de nucledtidos que corresponden a una cualquiera de las SEQ ID NO: 7, 8, 12,
13, 27 y 32. Un experto en la materia apreciara que las secuencias de acidos nucleicos que son al menos 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a las secuencias complementarias a las SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32,
39, 42, 47 y 48, y las variantes de las mismas, también estan dentro del alcance de la presente descripcion. En
aspectos adicionales, las secuencias de acidos nucleicos de la descripcion se pueden aislar, recombinar y/o fusionar
con una secuencia de nucledtidos heteréloga, o en una genoteca.

En otros aspectos, los acidos nucleicos de la presente descripcion también incluyen secuencias de nucledtidos que
se hibridan en condiciones muy rigurosas a la secuencia de nucleétidos designada en las SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13,
27, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 47 y 48, las secuencias complementarias de SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 27, 32, 39, 40, 42,
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43, 46, 47 y 48, o fragmentos de las mismas. Como se comentd anteriormente, un experto en la materia entendera
facilmente que las condiciones de rigurosidad apropiadas que favorecen la hibridacién de ADN se pueden variar. Un
experto en la materia entendera facilmente que las condiciones de rigurosidad apropiadas que favorecen la hibridacion
de ADN se pueden variar. Por ejemplo, se podria realizar la hibridacion a 6,0 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC)
a aproximadamente 45 °C, seguido de un lavado de 2,0 x SSC a 50 °C. Por ejemplo, la concentracién salina en la
etapa de lavado se puede seleccionar desde una rigurosidad baja de aproximadamente 2,0 x SSC a 50 °C hasta una
rigurosidad alta de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 °C. Ademas, la temperatura de la etapa de lavado se puede
aumentar de condiciones de rigurosidad baja a temperatura ambiente, aproximadamente 22 °C, a condiciones de
rigurosidad alta a aproximadamente 65 °C. Tanto la temperatura como la sal se pueden variar, o la temperatura o la
concentracion salina se pueden mantener constantes mientras se cambia la otra variable. En un aspecto, la
descripcién proporciona acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de rigurosidad baja de 6 x SSC a temperatura
ambiente, seguido de un lavado en 2 x SSC a temperatura ambiente.

Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos como se exponen en las SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13,
27, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 47 y 48, debido a la degeneracion en el cédigo genético, también se encuentran dentro del
alcance de la descripcion. Por ejemplo, varios aminoacidos se designan mediante mas de un triplete. Los codones
que especifican el mismo aminoacido, o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son sinénimos para histidina), pueden
dar como resultado mutaciones “imperceptibles” que no afectan a la secuencia de aminoacidos de la proteina. Sin
embargo, se espera que los polimorfismos de la secuencia de ADN que conducen a cambios en las secuencias de
aminoacidos de las proteinas objetivo existan entre las células de mamiferos. Un experto en la técnica apreciara que
estas variaciones en uno o mas nucleétidos (hasta aproximadamente 3-5 % de los nucleétidos) de los acidos nucleicos
que codifican una proteina particular pueden existir entre individuos de una especie dada debido a la variacion alélica
natural. Cualquiera y todas tales variaciones de nucledtidos y los polimorfismos de aminoacidos resultantes se
encuentran dentro del alcance de esta descripcion.

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos recombinantes de la presente descripcion se pueden enlazar operativamente
a una o mas secuencias de nucleétidos reguladoras en una construccion de expresion. Las secuencias de nucleétidos
reguladoras generalmente seran apropiadas para la célula hospedadora usada para la expresiéon. Se conocen en la
técnica numerosos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para un abanico
de células hospedadoras. Tipicamente, dicha una 0 mas secuencias de nucleétidos reguladoras pueden incluir, pero
no se limitan a, secuencias promotoras, secuencias lider o sefial, puntos de unién al ribosoma, secuencias de inicio y
terminacion de la transcripcion, secuencias de inicio y terminacién de la traduccion y secuencias potenciadoras o
activadoras. La descripcion contempla los promotores constitutivos o inducibles como se conocen en la técnica. Los
promotores pueden ser promotores de origen natural o promotores hibridos que combinan elementos de mas de un
promotor. Una construccién de expresion puede estar presente en una célula en un episoma, tal como un plasmido, o
la construccion de expresién se puede insertar en un cromosoma. En algunos aspectos, el vector de expresion
contiene un gen marcador seleccionable para permitir la seleccion de células hospedadoras transformadas. Los genes
marcadores seleccionables son muy conocidos en la técnica y variaran con la célula hospedadora usada.

En ciertos aspectos de la presente descripcion, el acido nucleico objetivo se proporciona en un vector de expresion
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de ActRIl o una trampa de GDF y enlazados
operativamente a al menos una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras estan reconocidas en la técnica y
se seleccionan para dirigir la expresion del polipéptido de ActRIl o trampa de GDF. Por consiguiente, el término
secuencia reguladora incluye promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion. Las secuencias
reguladoras ejemplares se describen en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Por ejemplo, se puede usar cualquiera de un amplio abanico de secuencias de control
de la expresion que controlan la expresiéon de una secuencia de ADN cuando estan enlazadas operativamente a ella
en estos vectores para expresar secuencias de ADN que codifican un polipéptido de ActRIl o trampa de GDF. Tales
secuencias de control de la expresion utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40, el
promotor tet, el promotor temprano inmediato de adenovirus o citomegalovirus, los promotores de RSV, el sistema lac,
el sistema trp, el sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresion es dirigida por la T7 ARN polimerasa, las
principales regiones operadoras y promotoras del fago lambda, las regiones de control para la proteina de la envoltura
de fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de la fosfatasa acida,
p. €j., Pho5, los promotores de los factores de apareamiento a de la levaduras, el promotor de poliedros del sistema
de baculovirus y otras secuencias que se sabe que controlan la expresién de genes de células procariotas o 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 hospedadora que se va a transformar y/o el tipo de proteina
que se desea expresar. Asimismo, también se debe considerar el nimero de copias del vector, la capacidad para
controlar ese numero de copias y la expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como los
marcadores de antibiéticos.

Un &cido nucleico recombinante de la presente descripcion se puede producir ligando el gen clonado, o una porcion
del mismo, a un vector adecuado para la expresion en células procariotas, células eucariotas (levadura, ave, insecto
0 mamifero) o ambas. Los vehiculos de expresién para la produccion de un polipéptido de ActRIl o trampa de GDF
recombinante incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los
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tipos siguientes: 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 expresion de mamifero contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacion del
vector en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los
vectores derivados de pcDNAIl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG,
pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamifero adecuados para la transfeccion de células
eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tales como pBR322,
para facilitar la replicacion y la selecciéon por resistencia a farmacos tanto en células procariotas como en eucariotas.
Alternativamente, los derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino (VPB-1) o el virus de Epstein-Barr
(pHEBo, derivado de pREP y p205) se pueden usar para la expresion transitoria de proteinas en células eucariotas.
Los ejemplos de otros sistemas de expresion viricos (lo que incluye los retroviricos) se pueden encontrar mas adelante
en la descripcién de sistemas de administracion de genoterapia. Los diversos procedimientos empleados en la
preparacion de los plasmidos y en la transformacion de organismos hospedadores son muy conocidos en la técnica.
Para consultar otros sistemas de expresiéon adecuados tanto para células procariotas como eucariotas, asi como
procedimientos recombinantes generales, véase, p.ej., Molecular Cloning A Laboratory Manual, 32 ed., ed. por
Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). En algunos aspectos, puede ser deseable
expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresion de baculovirus. Los ejemplos de
tales sistemas de expresion de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y
pVL941), vectores derivados de pAcUW (como pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (tal como el pBlueBac Il
que contiene B-gal).

En un aspecto preferido, se disefiara un vector para la produccion de los polipéptidos de ActRIl o trampa de GDF
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, Wisc.). Como resultara evidente, las construcciones
genéticas objetivo se pueden usar para provocar la expresion de los polipéptidos de ActRIl objetivo en células
propagadas en cultivo, p. €j., para producir proteinas, lo que incluye proteinas de fusién o variantes de proteinas, para
purificacion.

Esta descripcion se refiere también a una célula hospedadora transfectada con un gen recombinante que incluye una
secuencia codificante para uno o mas de los polipéptidos de ActRII o trampa de GDF objetivo. La célula hospedadora
puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido de ActRIl o trampa de GDF de la
descripcidn se puede expresar en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto (p. €j., usando un sistema
de expresion de baculovirus), células de levadura o de mamifero [p. €j., una estirpe de células de ovario de hamster
chino (CHO)]. Los expertos en la materia conocen otras células hospedadoras adecuadas.

Por consiguiente, la presente descripcion se refiere ademas a procedimientos para producir los polipéptidos de ActRII
o trampa de GDF objetivo. Por ejemplo, una célula hospedadora transfectada con un vector de expresion que codifica
un polipéptido de ActRIl o trampa de GDF se puede cultivar en condiciones apropiadas para permitir que se produzca
la expresion del polipéptido de ActRIl o trampa de GDF. El polipéptido puede ser secretado y aislado de una mezcla
de células y medio que contiene el polipéptido. Alternativamente, el polipéptido de ActRIl o trampa de GDF se puede
conservar citoplasmicamente o en una fraccion de membrana y las células se pueden recoger, lisar y aislar la proteina.
Un cultivo celular incluye células hospedadoras, medios y otros subproductos. Los medios adecuados para el cultivo
celular son muy conocidos en la técnica. Los polipéptidos objetivo se pueden aislar del medio de cultivo celular, las
células hospedadoras, o ambos, usando técnicas conocidas en la técnica para purificar proteinas, que incluyen
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracién en gel, ultrafiltracion, electroforesis, purificacion por
inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos particulares de los polipéptidos de ActRIl y trampa de GDF,
y purificacion por afinidad con un agente que se une a un dominio fusionado al polipéptido de ActRII o trampa de GDF
(p. €j., se puede usar una columna de proteina A para purificar una proteina de fusion ActRII-Fc o trampa de GDF-Fc).
En algunos aspectos, el polipéptido de ActRIl o trampa de GDF es una proteina de fusién que contiene un dominio
que facilita su purificacion.

En algunos aspectos, la purificacion se consigue mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que
incluyen, por ejemplo, tres o0 mas de las siguientes, en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A,
cromatografia en columna de Q Sepharose, cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion
molecular y cromatografia de intercambio catiénico. La purificacion se podria completar con filtracion virica e
intercambio de tampoén. Una proteina ActRII-Fc o trampa de GDF-Fc se puede purificar hasta una pureza de >90 %,
>95 %, >96 %, >98 % o0 >99 % como se determina mediante cromatografia de exclusién molecular y >90 %, >95 %,
>96 %, >98 % 0 >99 % como se determina mediante SDS PAGE. El nivel objetivo de pureza debe ser uno que sea
suficiente para conseguir resultados deseables en sistemas de mamifero, particularmente de primates no humanos,
roedores (ratones) y seres humanos.

En otro aspecto, un gen de fusion que codifica una secuencia lider de purificacién, tal como una secuencia de un punto
de escision de poli-(His)/enterocinasa en el extremo aminico de la porcién deseada del polipéptido de ActRIl o trampa
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de GDF recombinante, puede permitir la purificacion de la proteina de fusiéon expresada mediante cromatografia de
afinidad usando una resina metalica de Ni2*. La secuencia lider de purificacion se puede retirar posteriormente
mediante tratamiento con enterocinasa para proporcionar el polipéptido de ActRIl o trampa de GDF purificado. Véase,
p. €j., Hochuliy col. (1987) J. Chromatography 411:177 y Janknecht y col. (1991) PNAS USA 88:8972.

Las técnicas para fabricar genes de fusion son muy conocidas. Esencialmente, la union de diversos fragmentos de
ADN que codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza segun técnicas convencionales, empleando
extremos romos o irregulares para la ligadura, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar extremos
apropiados, relleno de extremos cohesivos segun proceda, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar uniones no
deseables y ligadura enzimatica. En otro aspecto, el gen de fusién se puede sintetizar mediante técnicas
convencionales que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, la amplificacién por PCR de
fragmentos genéticos se puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a salientes complementarios
entre dos fragmentos genéticos consecutivos que posteriormente se pueden hibridar para generar una secuencia
genética quimérica. Véase, p. ej., Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel y col., John Wiley & Sons:
1992.

C. Antagonistas de anticuerpos

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a un anticuerpo, o una combinacién de anticuerpos, que
antagoniza la actividad de ActRII (p. €j., la inhibicion de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como
la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8). Tales anticuerpos se pueden unir a e inhibir uno o
mas ligandos de la familia TGF-$ (p. ej., GDF8, GDF11, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7 o
Nodal) o uno o mas receptores de la familia TGF-f (p. €j., ActRIIA, ActRIIB, ALK4 o ALKS5) particular, la descripcion
proporciona procedimientos para usar un antagonista de ActRIl de anticuerpos o una combinacién de antagonistas de
ActRIl de anticuerpos, solo o en combinacién con uno o mas agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. €j., EPO) u
otros tratamientos complementarios [p. €j., transfusiéon de gldébulos rojos o sangre entera, terapia de quelacion de
hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.], para, p. ej., aumentar los niveles de gldbulos rojos en un sujeto que lo
necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo necesita, tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesite,
tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis
de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico agudo, necesidad de transfusion de sangre, lesién de drganos,
necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis
de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia
hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o
cronica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa,
hemorragia vitrea y/o priapismo) y/o reducir la carga de transfusién de sangre en un sujeto que lo necesita.

En ciertos aspectos, un antagonista de ActRIl de anticuerpos preferido de la descripcidon es un anticuerpo, o una
combinacién de anticuerpos, que se une a, y/o inhibe la actividad de, al menos el GDF11 (p. €j., la activacién mediada
por GDF11 de la transduccién de sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefales a través de
SMAD 2/3). Opcionalmente, el anticuerpo, o la combinacién de anticuerpos, se une ademas a, y/o inhibe la actividad
de, el GDF8 (p. €j., la activaciéon mediada por GDF8 de la transduccién de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la
transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3), particularmente en el caso de un anticuerpo multiespecifico que tiene
afinidad de unién tanto por el GDF11 como por el GDF8 o en el contexto de una combinacién de uno o0 mas anticuerpos
anti-GDFI1 y uno o mas anticuerpos anti-GDF8. Opcionalmente, un anticuerpo, o una combinacion de anticuerpos, de
la descripcién no se une sustancialmente a, y/o inhibe la actividad de, la activina A (p. €j., la activacién mediada por
activina A de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD
2/3). En algunos aspectos, un anticuerpo, o una combinacién de anticuerpos, de la descripcidon que se une a, y/o inhibe
la actividad de, el GDF11 y/o GDF8 se une ademas a, y/o inhibe la actividad de, uno o mas de activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y Nodal (p. €j., la activacion de la transduccion de sefiales a través
de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8 de ActRIIA o ActRIIB), particularmente en el caso de un anticuerpo multiespecifico que
tiene afinidad de union por miultiples ligandos de ActRIl o en el contexto de una combinacién de multiples anticuerpos
que tienen cada uno afinidad de unién por un ligando de ActRII diferente.

En ciertos aspectos, un antagonista de ActRIl de la presente descripcidon es un anticuerpo, o una combinacién de
anticuerpos, que se une a, y/o inhibe la actividad de, al menos el GDF8 (p. €j., la activacion mediada por GDF8 de la
transduccion de sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccién de sefiales a través de SMAD 2/3).
Opcionalmente, el anticuerpo, o la combinacién de anticuerpos, se une ademas a, y/o inhibe la actividad de, el GDF11
(p. €j., la activacion mediada por GDF11 de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion
de sefiales a través de SMAD 2/3), particularmente en el caso de un anticuerpo multiespecifico que tiene afinidad de
union tanto por el GDF8 como por el GDF11 o en el contexto de una combinacién de uno o mas anticuerpos anti-
GDF8 y uno o mas anticuerpos anti-GDF11. Opcionalmente, un anticuerpo, o una combinacion de anticuerpos, de la
descripcién no se une sustancialmente a, y/o inhibe la actividad de, la activina A (p. €j., la activacién mediada por
activina A de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD
2/3). En algunos aspectos, un anticuerpo, o una combinacién de anticuerpos, de la descripcidon que se une a, y/o inhibe
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la actividad de, el GDF8 y/o GDF11 se une ademas a, y/o inhibe la actividad de, una o mas de activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y Nodal (p. €j., la activacion de la transduccion de sefales de ActRIIA
o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8), particularmente en el aspecto
de un anticuerpo multiespecifico que tiene afinidad de unién por multiples ligandos de ActRIl o en el contexto de una
combinacién de multiples anticuerpos, que tienen cada uno afinidad de unién por un ligando de ActRII diferente.

En otro aspecto, un antagonista de ActRIl de la presente descripcidn es un anticuerpo, o una combinacién de
anticuerpos, que se une a, y/o inhibe la actividad de, un receptor ActRII (p. €j., un receptor ActRIIA o ActRIIB). En
aspectos preferidos, un anticuerpo anti-receptor ActRII (p. €j., un anticuerpo antirreceptor ActRIIA o anti-ActRIIB), o
una combinacién de anticuerpos, de la descripcidon se une a un receptor ActRIl e impide la unién y/o activacion del
receptor ActRIl por al menos el GDF11 (p. €j., la activacion mediada por GDF11 de la transduccion de sefiales de
ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transducciéon de sefiales a través de SMAD 2/3). Opcionalmente, un anticuerpo
antirreceptor ActRIl, o una combinacion de anticuerpos, de la descripcion impide ademas la unién y/o activacion del
receptor ActRIl por el GDF8. Opcionalmente, un anticuerpo antirreceptor de ActRIl, o una combinacion de anticuerpos,
de la descripcion no inhibe sustancialmente la union a, y/o activacién de, un receptor ActRIl por la activina A. En
algunos aspectos, un anticuerpo antirreceptor ActRII, o una combinacion de anticuerpos, de la descripcidon que se une
a un receptor ActRIl e impide la unién y/o activacion del receptor ActRIl por el GDF11 y/o GDF8 impide ademas la
union y/o activacion del receptor ActRIl por uno o0 mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E,
BMP6, BMP7 y Nodal.

El término anticuerpo se emplea en esta solicitud en el sentido mas amplio y abarca diversas estructuras de anticuerpo,
que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
(p. €j., anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que presenten la actividad de unioén a antigeno
deseada. Un fragmento de anticuerpo se refiere a una molécula que no es un anticuerpo intacto que comprende una
porcién de un anticuerpo intacto y que se une a antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab')2; diacuerpos; anticuerpos
lineales; moléculas de anticuerpos monocatenarios (p. €j., scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpo. Véase, p. €j., Hudson y col. (2003) Nat. Med. 9:129-134; Plickthun, in The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, Nueva York), paginas 269-315
(1994); WO 93/16185 y las patentes de los EE. UU. n.° 5 571 894, 5 587 458 y 5 869 046. Los anticuerpos descritos
en esta solicitud pueden ser anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales. En ciertos aspectos, los anticuerpos
de la presente descripcion comprenden un marcador fijado a los mismos y capaz de ser detectado (p. €j., el marcador
puede ser un radioisotopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un cofactor enzimatico). En aspectos preferidos,
los anticuerpos de la presente descripcién son anticuerpos aislados.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos puntos de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, p. €j., los documentos EP 404 097; WO 1993/01161; Hudson y col. (2003) Nat. Med. 9:129-
134 (2003) y Hollinger y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448. Los triacuerpos y tetracuerpos también
se describen también en Hudson y col.(2003) Nat. Med. 9:129-134.

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden toda o una porcion del dominio
variable de cadena pesada o toda o una porcién del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo. En ciertos
aspectos, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico humano. Véase, p. €]., la patente de los
EE. UU. n.° 6 248 516.

Los fragmentos de anticuerpo se pueden fabricar mediante diversas técnicas, que incluyen, pero no se limitan a,
digestién proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como producciéon mediante células hospedadoras recombinantes
(p. €j., E. coli o fagos), como se describe en esta solicitud.

Los anticuerpos de esta solicitud pueden ser de cualquier clase. La clase de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio
constante o regidn constante que posee su cadena pesada. Hay cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM y varias de estas se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgGz, IgGs, 1gGa,
IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas
se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu.

En general, un anticuerpo para uso en los procedimientos descritos en esta solicitud se une especificamente a su
antigeno diana, preferiblemente con afinidad de unién alta. La afinidad se puede expresar como un valor de Kp y refleja
la afinidad de union intrinseca (p. €j., con efectos de avidez minimizados). Tipicamente, la afinidad de unién se mide
in vitro, ya sea en un entorno exento de células o asociado a células. Se puede usar cualquiera de varios ensayos
conocidos en la técnica, lo que incluye los descritos en esta solicitud, para obtener mediciones de afinidad de unién
que incluyen, por ejemplo, resonancia de plasmones superficiales (ensayo Biacore™), ensayo de unién a antigeno
radiomarcado (RIA) y ELISA. En algunos aspectos, los anticuerpos de la presente descripcion se unen a sus antigenos
diana (p. ej., GDF-11, GDF8, ActRIIA, ActRIIB, etc.) con al menos una Kp de 1 x 107 o mas fuerte, 1 x 108 0 mas
fuerte, 1 x 10 o0 mas fuerte, 1 x 10-'° 0 mas fuerte, 1 x 10" 0 mas fuerte, 1 x 10-'2 0 mas fuerte, 1 x 10-'3 o mas fuerte
0 1 x 10-'* o mas fuerte.
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En ciertos aspectos, la Ko se mide mediante RIA realizado con la version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno
diana como describe el ensayo siguiente. La afinidad de unién en solucion de Fab por el antigeno se mide equilibrando
los Fab con una concentracion minima de antigeno radiomarcado (p. ej., marcado con '?51) en presencia de una serie
de titulacion de antigeno no marcado, capturando a continuacién el antigeno unido con una placa revestida con
anticuerpos anti-Fab [véase, p. €]., Cheny col. (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881]. Para establecer las condiciones para
el ensayo, se revisten placas de multiples pocillos (p. ej., MICROTITER® de Thermo Scientific) (p. ej., durante la
noche) con un anticuerpo anti-Fab de captura (p. ej., de Cappel Labs) y posteriormente se bloquean con albumina
sérica bovina, preferiblemente a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente, se
mezcla antigeno radiomarcado con diluciones en serie de un Fab de interés [p. ej., compatible con la evaluacién del
anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta y col., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599]. El Fab de interés se incuba a
continuacién, preferiblemente durante la noche, pero la incubaciéon puede continuar durante un periodo mas largo
(p. ej., aproximadamente 65 horas) para garantizar que se alcanza el equilibrio. Posteriormente, las mezclas se
transfieren a la placa de captura para la incubacion, preferiblemente a temperatura ambiente durante
aproximadamente una hora. A continuacion, se retira la solucion y la placa se lava varias veces, preferiblemente con
mezcla de polisorbato 20 y PBS. Cuando las placas han secado, se afiade centelleador (p. ej., MICROSCINT® de
Packard) y se cuentan las placas en un contador gamma (p. €j., TOPCOUNT® de Packard).

Segun otro aspecto, la Ko se mide usando ensayos de resonancia de plasmones superficiales con, por ejemplo, un
BIACORE® 2000 o BIACORE ® 3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, N.J.) con chips CM5 de antigeno inmovilizado a
aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR). Brevemente, se activan chips biosensores de dextrano
carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) segun las instrucciones del proveedor. Por ejemplo, el antigeno se puede diluir con acetato
de sodio 10 mM, pH 4,8, a 5 yg/ml (aproximadamente 0,2 uM) antes de la inyeccién a un caudal de 5 pl/minuto para
conseguir aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccion de
antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no han reaccionado. Para las mediciones de
cinética, se inyectan diluciones en serie a la mitad de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con 0,05 % de tensioactivo de
polisorbato 20 (TWEEN-20®) (PBST) a un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Las velocidades de asociacion (Kas)
y las velocidades de disociacién (kdis) se calculan usando, por ejemplo, un modelo de uniéon de Langmuir individual
sencillo (software de evaluacion BIACORE® version 3.2) ajustando simultdneamente los sensorgramas de asociacion
y disociacion. La constante de equilibrio de disociacion (Kb) se calcula como la relacion kdis/kas [véase, p. ej., Chen y
col., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881]. Si la velocidad de asociacion supera, por ejemplo, 108 M-'-s”' mediante el
ensayo de resonancia de plasmones superficiales anterior, entonces la velocidad de asociacion se puede determinar
usando una técnica de extincién fluorescente que mide el aumento o la reduccién de la intensidad de emision de
fluorescencia (p. €j., excitacion = 295 nm; emisiéon = 340 nm, paso de banda 16 nm) de un anticuerpo antiantigeno 20
nM (forma Fab) en PBS en presencia de concentraciones crecientes de antigeno como se miden en un espectrometro,
tal como un espectrofotometro equipado con detencidon de flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotometro SLM-
AMINCO® serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

Como se emplea en esta solicitud, anticuerpo anti-GDF11 generalmente se refiere a un anticuerpo que es capaz de
unirse a GDF11 con afinidad suficiente, de tal manera que el anticuerpo es util como agente de diagndstico y/o agente
terapéutico en el direccionamiento a GDF11. En ciertos aspectos, el grado de unién de un anticuerpo anti-GDF11 a
una proteina distinta del GDF11 no relacionada es inferior a aproximadamente 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %,
3%, 2% o inferior a 1% de la unién del anticuerpo a GDF11 como se mide, por ejemplo, mediante un
radioinmunoandlisis (RIA). En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-GDF11 se une a un epitopo de GDF11 que se
conserva entre GDF11 de diferentes especies. En ciertos aspectos preferidos, un anticuerpo anti-GDF11 de la
presente descripcion es un anticuerpo antagonista que puede inhibir la actividad del GDF11. Por ejemplo, un
anticuerpo anti-GDF11 de la descripcion puede inhibir la union de GDF11 a un receptor analogo (p. €j., receptor
ActRIIA o ActRIIB) y/o inhibir la (activacion de la) transduccion de sefales mediada por GDF11 de un receptor analogo,
tal como la transduccién de sefiales a través de SMAD2/3 por receptores ActRIIA y/o ActRIIB. En algunos aspectos,
los anticuerpos anti-GDF11 de la presente descripcion no se unen sustancialmente a, y/o inhiben la actividad de, la
activina A. Cabe sefialar que el GDF11 tiene homologia de secuencia alta con el GDF8 y, por lo tanto, los anticuerpos
que se unen a, y/o inhiben, el GDF11, en algunos casos, también se pueden unir a, y/o inhibir, el GDF8.

Un anticuerpo anti-GDF8 se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a GDF8 con afinidad suficiente, de tal
manera que el anticuerpo es util como agente de diagnoéstico y/o agente terapéutico en el direccionamiento a GDF8.
En ciertos aspectos, el grado de unidn de un anticuerpo anti-GDF8 a una proteina distinta de GDF8 no relacionada es
inferior a aproximadamente 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %¢ o inferior a 1 % de la unién del anticuerpo
a GDF8 como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-
GDF8 se une a un epitopo de GDF8 que se conserva entre GDF8 de diferentes especies. En aspectos preferidos, un
anticuerpo anti-GDF8 de la presente descripcion es un anticuerpo antagonista que puede inhibir la actividad del GDF8.
Por ejemplo, un anticuerpo anti-GDF8 de la descripcion puede inhibir la unién de GDF8 a un receptor analogo (p. €j.,
receptor ActRIIA o ActRIIB) y/o inhibir la (activacion de la) transduccion de sefiales mediada por GDF8 de un receptor
analogo, tal como la transduccion de sefales a través de SMAD2/3 por receptores ActRIIA y/o ActRIIB. En algunos
aspectos, los anticuerpos anti-GDF8 de la presente descripcidon no se unen sustancialmente a, y/o inhiben la actividad
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de, la activina A. Cabe sefnalar que el GDF8 tiene homologia de secuencia alta con el GDF11 y, por lo tanto, los
anticuerpos que se unen a, y/o inhiben, el GDF8, en muchos casos, también se pueden unir a, y/o inhibir, el GDF11.

Un anticuerpo anti-ActRIIA se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a ActRIIA con afinidad suficiente, de tal
manera que el anticuerpo es util como agente de diagndstico y/o agente terapéutico en el direccionamiento a ActRIIA.
En ciertos aspectos, el grado de union de un anticuerpo anti-ActRIIA a una proteina distinta de ActRIIA no relacionada
es inferior a aproximadamente 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o inferior a 1 % de la unidn del anticuerpo
a ActRIIA como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-
ActRIIA se une a un epitopo de ActRIIA que se conserva entre ActRIIA de diferentes especies. En aspectos preferidos,
un anticuerpo anti-ActRIIA de la presente descripcidn es un anticuerpo antagonista que puede inhibir la actividad de
ActRIIA. Por ejemplo, un anticuerpo anti-ActRIIA de la presente descripcion puede inhibir la unién de uno o mas
ligandos de ActRIIA seleccionados de entre activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, GDF11, GDF8,
activina A, BMP6 y BMP7 al receptor ActRIIA y/o inhibir la activacién por uno de estos ligandos de la transduccion de
sefales de ActRIIA (p. €j., la transduccion de sefales de ActRIIA a través de SMAD2/3 y/o SMAD 1/5/8). En aspectos
preferidos, los anticuerpos anti-ActRIIA de la presente descripcion inhiben la unién de GDF11 al receptor ActRIIA y/o
inhiben la activacion por GDF11 de la transduccién se sefiales de ActRIIA. Opcionalmente, los anticuerpos anti-ActRIIA
de la descripcion inhiben ademas la union de GDF8 al receptor ActRIIA y/o inhiben la activaciéon por GDF8 de la
transduccion de sefiales de ActRIIA. Opcionalmente, los anticuerpos anti-ActRIIA de la presente descripcion no inhiben
sustancialmente la unién de activina A al receptor ActRIIA y/o no inhiben sustancialmente la activacién mediada por
activina A de la transduccion de sefales de ActRIIA. En algunos aspectos, un anticuerpo anti-ActRIIA de la descripcion
que inhibe la unién de GDF11 y/o GDF8 a, y/o activacién de, un receptor ActRIIA inhibe ademas la unién de uno o
mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, activina A, GDF8, BMP6 y BMP7 a, y/o activacion de,
el receptor ActRIIA.

Un anticuerpo anti-ActRIIB se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a ActRIIB con afinidad suficiente, de tal
manera que el anticuerpo es util como agente de diagndéstico y/o agente terapéutico en el direccionamiento a ActRIIB.
En ciertos aspectos, el grado de unién de un anticuerpo anti-ActRIIB a una proteina distinta de ActRIIB no relacionada
es inferior a aproximadamente 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o inferior a 1 % de la unién del anticuerpo
a ActRIIB como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-
ActRIIB se une a un epitopo de ActRIIB que se conserva entre ActRIIB de diferentes especies. En aspectos preferidos,
un anticuerpo anti-ActRIIB de la presente descripcion es un anticuerpo antagonista que puede inhibir la actividad de
ActRIIB. Por ejemplo, un anticuerpo anti-ActRIIB de la presente descripcion puede inhibir la uniéon de uno o mas
ligandos de ActRIIB seleccionados de entre activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, GDF11, GDF8,
activina A, BMP6 y BMP7 al receptor ActRIIB y/o inhibir la activacion por uno de estos ligandos de la transduccién de
sefales de ActRIIB (p. €j., la transduccion de sefiales de ActRIIB a través de SMAD2/3 y/o SMAD 1/5/8). En aspectos
preferidos, los anticuerpos anti-ActRIIB de la presente descripcion inhiben la uniéon de GDF11 al receptor ActRIIB y/o
inhiben la activacion por GDF11 de la transduccion de sefiales de ActRIIB. Opcionalmente, los anticuerpos anti-ActRIIB
de la descripcion inhiben ademas la union de GDF8 al receptor ActRIIB y/o inhiben la activacion por GDF8 de la
transduccion de sefales de ActRIIB. Opcionalmente, los anticuerpos anti-ActRIIB de la presente descripcion no inhiben
sustancialmente la unién de activina A al receptor ActRIIB y/o no inhiben sustancialmente la activaciéon mediada por
activina A de la transduccion de sefiales de ActRIIB. En algunos aspectos, un anticuerpo anti-ActRIIB de la descripcion
que inhibe la unién de GDF11 y/o GDF8 a, y/o activacién de, un receptor ActRIIB inhibe ademas la unién de uno o
mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, activina A, GDF8, BMP6 y BMP7 a, y/o activacion de,
el receptor ActRIIB.

Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina E, GDF8, BMP6, BMP7, ActRIIB y ActRIIA humanos son muy conocidas en la técnica y, por tanto, los
antagonistas de anticuerpos para uso segun esta descripcion pueden ser fabricados rutinariamente por el experto en
la materia en base a los conocimientos de la técnica y las ensefianzas proporcionadas en esta solicitud.

En ciertos aspectos, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo
anti-GDF8, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) es un anticuerpo quimérico. El término anticuerpo
quimérico se refiere a un anticuerpo en el que una porcién de la cadena pesada y/o ligera se deriva de una fuente o
especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera se deriva de una fuente o especie diferente.
Ciertos anticuerpos quiméricos se describen, por ejemplo, en la patente de los EE. UU. n.°4 816 567 y Morrison y col.,
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855. En algunos aspectos, un anticuerpo quimérico comprende una
region variable no humana (p. €j., una region variable derivada de un raton, una rata, un hamster, un conejo o un
primate no humano, tal como un mono) y una regién constante humana. En algunos aspectos, un anticuerpo quimérico
es un anticuerpo con “cambio de clase” en el que la clase o subclase ha sido cambiada con respecto a la del anticuerpo
precursor. En general, los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En ciertos aspectos, un anticuerpo quimérico proporcionado en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-GDF11, un
anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) es un anticuerpo humanizado. Un
anticuerpo humanizado se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacido de regiones
hipervariables (HVR) no humanas y residuos de aminoacido de regiones de estructura (FR) humanas. En ciertos
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aspectos, un anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos,
dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las HVR (p. ej., CDR) corresponden a las de un
anticuerpo no humano y todas o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un
anticuerpo humanizado puede comprender opcionalmente al menos una porcion de una regiéon constante de
anticuerpo derivada de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, p. €j., un anticuerpo no
humano, se refiere a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos para fabricarlos se analizan, por ejemplo, en Almagro y Fransson
(2008) Front. Biosci. 13:1619-1633 y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann y col., (1988) Nature 332:323-
329; Queen y col. (1989) Proc. Nat'1 Acad. Sci. USA 86:10029-10033; las patentes de los EE. UU. n.° 5 821 337, 7
527 791, 6 982 321 y 7 087 409; Kashmiri y col., (2005) Methods 36:25-34 [que describen el injerto de SDR (a-CDR)];
Padlan, Mol. Immunol. (1991) 28:489-498 (que describen la “remodelacion de la superficie”); Dall'Acqua y col. (2005)
Methods 36:43-60 (que describen la “transposicién de FR”); Osbourn y col. (2005) Methods 36:61-68 y Klimka y col.
Br. J. Cancer (2000) 83:252-260 (que describen la estrategia de “seleccion guiada” para transposicion de FR).

Las regiones de estructura humanas que se pueden usar para humanizacion incluyen, pero no se limitan a: regiones
de estructura seleccionadas usando el procedimiento de “ajuste 6ptimo” [véase, p. €j., Sims y col. (1993) J. Immunol.
151:2296 ]; regiones de estructura derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de regiones variables de cadena ligera o cadena pesada [véase, p. €j., Carter y col. (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89:4285 y Presta y col. (1993) J. Immunol., 151:2623]; regiones de estructura (mutadas somaticamente)
maduras humanas o regiones de estructura de la estirpe germinal humana [véase, p. €j., Almagro y Fransson (2008)
Front. Biosci. 13:1619-1633]; y regiones de estructura derivadas del cribado de colecciones de FR [véase, p. ej., Baca
y col., (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-10684 y Rosok y col., (1996) J. Biol. Chem. 271:22611-22618].

En ciertos aspectos, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo
anti-GDF8, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) es un anticuerpo humano. Los anticuerpos
humanos se pueden producir usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se
describen en general en van Dijk y van de Winkel (2001) Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 y Lonberg (2008) Curr.
Opin. Immunol. 20:450-459.

Los anticuerpos humanos se pueden preparar administrando un inmundgeno (p. €j., un polipéptido de GDF11, un
polipéptido de GDF8, un polipéptido de ActRIIA o un polipéptido de ActRIIB) a un animal transgénico que ha sido
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a una exposicion antigénica. Tales animales contienen tipicamente todos o una porcién de los locus de
inmunoglobulina humana, que sustituyen a los locus de inmunoglobulina endégena, o que estadn presentes
extracromosdmicamente o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En tales animales transgénicos,
los locus de inmunoglobulina endégena generalmente han sido generalmente. Para consultar un analisis de los
procedimientos para obtener anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos, véase, p. €j., Lonberg (2005)
Nat. Biotechnol. 23:1117-1125; las patentes de los EE. UU. n.° 6 075 181 y 6 150 584 (que describen la tecnologia
XENOMOUSE™Y); la patente de los EE. UU. n.° 5 770 429 (que describe la tecnologia HuMab®); la patente de los EE.
UU. n.° 7 041 870 (que describe la tecnologia K-M MOUSE®) y la solicitud de patente de los EE. UU. con n.° de
publicacion 2007/0061900 (que describe la tecnologia VelociMouse®). Las regiones variables humanas de
anticuerpos intactos generados por tales animales se pueden modificar adicionalmente, por ejemplo, combinando con
una region constante humana diferente.

Los anticuerpos humanos proporcionados en esta solicitud también se pueden fabricar mediante procedimientos a
base de hibridomas. Se han descrito estirpes de células de mieloma humano y heteromieloma de ratén-humano para
la produccién de anticuerpos monoclonales humanos [véase, p. €j., Kozbor J. Immunol., (1984) 133: 3001; Brodeur y
col. (1987) Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, paginas. 51-63, Marcel Dekker, Inc., New
York y Boerner y col. (1991) J. Immunol., 147: 86]. También se describen anticuerpos humanos generados mediante
tecnologia de hibridomas de linfocitos B humanos en Liy col., (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562. Los
procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de los EE. UU. n.° 7 189 826 (que
describe la produccién de anticuerpos de IgM humana monoclonales a partir de estirpes celulares de hibridoma) y Ni,
Xiandai Mianyixue (2006) 26(4):265-268 (2006) (que describen hibridomas humano-humano). La tecnologia de
hibridomas humanos (tecnologia Trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein (2005) Histol. Histopathol.,
20(3): 927-937 (2005) y Vollmers y Brandlein (2005) Methods Find Exp. Clin. Pharmacol., 27(3):185-91.

Los anticuerpos humanos proporcionados en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-
activina B, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) también se pueden generar aislando secuencias
de dominio variable de clones de Fv seleccionadas de entre colecciones de presentacion en fagos derivadas de
humanos. Tales secuencias de dominio variable se pueden combinar a continuacién con un dominio constante humano
deseado. En esta solicitud se describen técnicas para seleccionar anticuerpos humanos de colecciones de
anticuerpos.

Por ejemplo, se pueden aislar anticuerpos de la presente descripcion cribando colecciones combinatorias para
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seleccionar anticuerpos con la actividad o actividades deseadas. Se conocen en la técnica un abanico de
procedimientos para generar colecciones de presentacion en fagos y cribar tales colecciones para seleccionar
anticuerpos que posean las caracteristicas de unidon deseadas. Tales procedimientos se analizan, por ejemplo, en
Hoogenboom y col. (2001) en Methods in Molecular Biology 178:1-37, O'Brien y col., Ed., Human Press, Totowa, NJ
y se describen adicionalmente, por ejemplo, en McCafferty y col. (1991) Nature 348:552-554; Clackson y col., (1991)
Nature 352: 624-628; Marks y col. (1992) J. Mol. Biol. 222:581-597; Marks y Bradbury (2003) en Methods in Molecular
Biology 248:161-175, Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ.; Sidhu y col. (2004) J. Mol. Biol. 338(2):299-310; Lee y col.
(2004) J. Mol. Biol. 340(5):1073-1093; Fellouse (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 y Lee y col.
(2004) J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132.

En ciertos procedimientos de presentacion en fagos, se clonan independientemente repertorios de genes de VH y VL
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de fagos, que
a continuacion se pueden cribar para seleccionar fagos de unién a antigeno como se describe en Winter y col. (1994)
Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455. Los fagos presentan tipicamente fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv
monocatenarios (scFv) o como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos
de afinidad alta al inmundgeno (p. ej., GDF11, activina B, ActRIIA o ActRIIB) sin necesidad de construir hibridomas.
Alternativamente, se puede clonar el repertorio de fuentes no inmunizadas (p. €j., seres humanos) para proporcionar
una unica fuente de anticuerpos dirigidos contra un amplio abanico de autoantigenos y no autoantigenos sin ninguna
inmunizacién, como describen Griffiths y col. (1993) EMBO J, 12: 725-734. Por ultimo, las colecciones de fuentes no
inmunizadas también se pueden fabricar sintéticamente clonando segmentos de genes V no reordenados de células
madre y usando cebadores de PCR que contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3 muy
variables y lograr el reordenamiento in vitro, como describen Hoogenboom y Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381-388.
Las publicaciones de patentes que describen colecciones de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la
patente de los EE. UU. n.° 5 750 373 y las patentes de los EE. UU. con n.° de publicacion 2005/0079574,
2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

En ciertos aspectos, un anticuerpo proporcionado en esta solicitud es un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un
anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos (tipicamente anticuerpos monoclonales) tienen
especificidades de unién por al menos dos epitopos diferentes (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco o seis o mas) sobre uno
o mas (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas) antigenos.

En ciertos aspectos, un anticuerpo multiespecifico de la presente descripcion comprende dos o mas especificidades
de unidn, siendo al menos una de las especificidades de union por un epitopo de GDF11, y siendo opcionalmente una
0 mas especificidades de unién adicionales por un epitopo sobre un ligando de ActRIl diferente (p. ej., GDF8, activina
A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal) y/o un receptor ActRIl (p. €j., un receptor
ActRIIA y/o ActRIIB). En ciertos aspectos, los anticuerpos multiespecificos se pueden unir a dos o mas epitopos
diferentes de GDF11. Preferiblemente, un anticuerpo multiespecifico de la descripcion que tiene afinidad de union, en
parte, por un epitopo de GDF11 se puede usar para inhibir una actividad del GDF11 (p. €j., la capacidad para unirse
a, y/o activar, un receptor ActRIIA y/o ActRIIB), y opcionalmente inhibir la actividad de uno o mas ligandos de ActRII
diferentes (p. ej., GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal) y/o un
receptor ActRII (p. €j., un receptor ActRIIA o ActRIIB). En ciertos aspectos preferidos, los anticuerpos multiespecificos
de la presente descripcidn que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 se unen ademas a, y/o inhiben, al menos el GDF8.
Opcionalmente, los anticuerpos multiespecificos de la descripcion que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 no se unen
sustancialmente a, y/o inhiben, la activina A. En algunos aspectos, los anticuerpos multiespecificos de la descripcion
que se unen a, y/o inhiben, el GDF11 y GDD8 se unen ademas a, y/o inhiben, uno o mas de activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal.

En ciertos aspectos, un anticuerpo multiespecifico de la presente descripcion comprende dos o mas especificidades
de union, siendo al menos una de las especificidades de unién por un epitopo de GDF8, y siendo opcionalmente una
0 mas especificidades de unién adicionales por un epitopo sobre un ligando de ActRII diferente (p. ej., GDF11, activina
A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal) y/o un receptor ActRII (p. €j., un receptor
ActRIIA y/o ActRIIB). En ciertos aspectos, los anticuerpos multiespecificos se pueden unir a dos o mas epitopos
diferentes de GDF8. Preferiblemente, un anticuerpo multiespecifico de la descripcién que tiene afinidad de unién, en
parte, por un epitopo de GDF8 se puede usar para inhibir una actividad del GDF8 (p. €j., la capacidad para unirse a,
y/o activar, un receptor ActRIIA y/o ActRIIB), y opcionalmente inhibir la actividad de uno o mas ligandos de ActRII
diferentes (p. ej., GDF11, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal) y/o un
receptor ActRII (p. j., un receptor ActRIIA o ActRIIB). En ciertos aspectos preferidos, los anticuerpos multiespecificos
de la presente descripcidén que se unen a, y/o inhiben, el GDF8 se unen ademas a, y/o inhiben, al menos el GDF11.
Opcionalmente, los anticuerpos multiespecificos de la descripcién que se unen a, y/o inhiben, el GDF8 no se unen
sustancialmente a, y/o inhiben, la activina A. En algunos aspectos, los anticuerpos multiespecificos de la descripcion
que se unen a, y/o inhiben, el GDF8 y GDF11 se unen ademas a, y/o inhiben, uno o mas de activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7 y/o Nodal.

También se incluyen en esta solicitud anticuerpos genomanipulados con tres 0 mas puntos de unién a antigeno
funcionales, que incluyen “anticuerpos pulpo”, (véase, p. €j., el documento US 2006/0025576A1).
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En ciertos aspectos, los anticuerpos descritos en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-
activina B, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) son anticuerpos monoclonales. Anticuerpo
monoclonal se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son idénticos y/o unen el mismo epitopo, a excepcion
de posibles variantes de anticuerpo, p. €j., que contienen mutaciones de origen natural o que se producen durante la
produccién de un preparado de anticuerpos monoclonales, estando presentes generalmente tales variantes en
cantidades pequefias. Al contrario que los preparados de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen
anticuerpos diferentes dirigidos contra epitopos diferentes, cada anticuerpo monoclonal de un preparado de
anticuerpos monoclonales esta dirigido contra un Unico epitopo sobre un antigeno. Por tanto, el modificador
“monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente
homogénea y no se debe interpretar como que requiere la produccién del anticuerpo mediante cualquier procedimiento
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar segun los presentes procedimientos se
pueden fabricar mediante un abanico de técnicas que incluyen, pero no se limitan a, el procedimiento del hibridoma,
procedimientos de ADN recombinante, procedimientos de presentacion en fagos y procedimientos que utilizan
animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de inmunoglobulina humana, tales procedimientos y
otros procedimientos ejemplares para fabricar anticuerpos monoclonales se describen en esta solicitud.

Por ejemplo, usando inmunégenos derivados de GDF11 o GDF8, se pueden fabricar antisueros o anticuerpos
monoclonales antiproteina/antipéptido mediante protocolos estandar [véase, p. €j., Antibodies: A Laboratory Manual
(1988) ed. por Harlow y Lane, Cold Spring Harbor Press]. Un mamifero, tal como un ratén, hamster o conejo, se puede
inmunizar con una forma inmunogénica del polipéptido de GDF11 o GDF8, un fragmento antigénico que es capaz de
provocar una respuesta de anticuerpos, o una proteina de fusion. Las técnicas para conferir inmunogenicidad a una
proteina o un péptido incluyen la conjugacion a vehiculos u otras técnicas muy conocidas en la técnica. Se puede
administrar una porcién inmunogénica de un polipéptido de GDF11 o GDF8 en presencia de adyuvante. El progreso
de la inmunizacién se puede supervisar mediante la deteccion de titulos de anticuerpos en plasma o suero. Se pueden
usar ELISA estandar u otros inmunoanalisis con el inmundgeno como antigeno para evaluar los niveles de produccion
de anticuerpos y/o el nivel de afinidad de union.

Después de la inmunizacion de un animal con un preparado antigénico de GDF11 o GDF8, se pueden obtener
antisueros y, si se desea, se pueden aislar anticuerpos policlonales del suero. Para producir anticuerpos monoclonales,
las células productoras de anticuerpos (linfocitos) se pueden recoger de un animal inmunizado y fusionar mediante
procedimientos estandar de fusion de células somaticas con células inmortalizantes, tales como células de mieloma,
para producir células de hibridoma. Tales técnicas son muy conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, la técnica
del hibridoma [véase, p. €j., Kohler y Milstein (1975) Nature, 256: 495-497], la técnica del hibridoma de linfocitos B
humanos [véase, p. €j., Kozbar y col. (1983) Immunology Today, 4:72] y la técnica de hibridoma de EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos [Cole y col. (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.
paginas 77-96]. Las células de hibridoma se pueden cribar inmunoquimicamente para detectar la produccion de
anticuerpos reactivos especificamente con un polipéptido de GDF11 o GDF8 y aislar los anticuerpos monoclonales de
un cultivo que comprende tales células de hibridoma.

En ciertos aspectos, se pueden introducir una 0 mas modificaciones de aminoacidos en la region Fc de un anticuerpo
proporcionado en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-
ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB), generando de ese modo una variante de la regiéon Fc. La variante de la regién
Fc puede comprender una secuencia de la regién Fc humana (p. ej., una region Fc de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4
humana) que comprende una modificacion de aminoacidos (p. €j., una sustitucion, eliminacién y/o adicién) en una o
mas posiciones de aminoacidos.

Por ejemplo, la presente descripcion contempla una variante de anticuerpo que posee algunas funciones efectoras,
pero no todas, que la convierten en una candidata deseable para aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo
in vivo es importante y para las que ciertas funciones efectoras [p. €j., la citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)] son innecesarias o perjudiciales. Se pueden
realizar ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccién/disminucién de las actividades CDC
y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden realizar ensayos de union a receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo
carece de union a FcyR (que probablemente, por tanto, carece de actividad ADCC), pero conserva la capacidad de
union a FcRn. Las células principales para mediar la ADCC, los linfocitos citoliticos naturales, solo expresan FcyRIII,
mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se
resume en, por ejemplo, Ravetch y Kinet (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:457-492. Los ejemplos no limitantes de
ensayos in vitro para evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de los EE. UU.
n.° 5 500 362; Hellstrom, I. y col. (1986) Proc. Nat'1 Acad. Sci. USA 83:7059-7063; Hellstrom, | y col. (1985) Proc.
Nat'1 Acad. Sci. USA 82:1499-1502; la patente de los EE. UU. n.° 5 821 337 y Bruggemann, M. y col. (1987) J. Exp.
Med. 166:1351-1361. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de ensayo no radioactivos (p. ej., ACTF™,
ensayo de citotoxicidad no radioactivo para citometria de flujo; CellTechnology, Inc. Mountain View, Calif.; y el ensayo
de citotoxicidad no radioactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras utiles para tales ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). Alternativamente,
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o adicionalmente, la actividad ADCC del anticuerpo de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo
animal tal como el descrito en Clynes y col. (1998) Proc. Nat'1 Acad. Sci. USA 95:652-656. También se pueden llevar
a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unir C1q y, por tanto, carece de
actividad CDC [véanse, p. €j., ELISA de unién a C1q y C3c en los documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402].
Para evaluar la activacién del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC [véase, p. e]., Gazzano-Santoro y
col. (1996) J. Immunol. Methods 202:163; Cragg, MS y col. (2003) Blood 101:1045-1052 y Cragg, M. S y MJ Glennie
(2004) Blood 103:2738-2743]. También se pueden realizar determinaciones de union a FcRn y depuracion/semivida
in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica (véase, p. €j., Petkova, S. B. y col. (2006) Int. Immunol.
18(12):1759-1769].

Los anticuerpos de la presente descripcion (p. €j., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un
anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB) con funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustituciéon
de uno o mas de los residuos de la region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de los EE. UU. n.° 6 737
056). Tales mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones de aminoacido
265, 269, 270, 297 y 327, lo que incluye el mutante de Fc denominado “DANA” con sustitucion de los residuos 265 y
297 a alanina (patente de los EE. UU. n.° 7 332 581).

En ciertos aspectos, puede ser deseable crear anticuerpos genomanipulados con cisteina, p. €j., “thioMAb”, en los que
uno o mas residuos de un anticuerpo estan sustituidos por residuos de cisteina. En aspectos particulares, los residuos
sustituidos se encuentran en puntos accesibles del anticuerpo Sustituyendo esos residuos por cisteina, los grupos tiol
reactivos se sitian de ese modo en puntos accesibles del anticuerpo y se pueden usar para conjugar el anticuerpo a
otros restos, tales como restos de farmaco o restos de enlazador-farmaco, para crear un inmunoconjugado, tal como
se describe adicionalmente en esta solicitud. En ciertos aspectos, uno cualquiera o mas de los residuos siguientes se
pueden sustituir por cisteina: V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion de la UE) de la
cadena pesada y S400 (numeracion de la UE) de la regién Fc de cadena pesada. Los anticuerpos genomanipulados
con cisteina se pueden generar como se describe, por ejemplo, en la patente de los EE. UU. n.° 7 521 541.

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 se va a usar un anticuerpo para unir un antigeno en solucion,
puede ser deseable ensayar la unién en solucién. Se dispone de un abanico de técnicas diferentes para ensayar la
interaccion entre anticuerpos y antigenos para identificar anticuerpos particularmente deseables. Tales técnicas
incluyen ELISA, ensayos de unién por resonancia de plasmones superficiales (p. €j., el ensayo de unioén Biacore™,
Biacore AB, Uppsala, Suecia), ensayos de tipo sandwich (p. ej., el sistema de perlas paramagnéticas de IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Maryland), inmunoelectrotransferencias, ensayos de inmunoprecipitacion e
inmunohistoquimica.

En ciertos aspectos, se contemplan variantes de secuencias de aminoacidos de los anticuerpos y/o los polipéptidos
de unién proporcionados en esta solicitud. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades bioldgicas del anticuerpo y/o el polipéptido de union. Las variantes de secuencias de aminoacidos de un
anticuerpo y/o polipéptidos de unidn se pueden preparar introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de
nuclestidos que codifica al anticuerpo y/o polipéptido de unién o mediante sintesis peptidica. Tales modificaciones
incluyen, por ejemplo, eliminaciones de y/o inserciones en y/o sustituciones de residuos en las secuencias de
aminoacidos del anticuerpo y/o el polipéptido de unidén. Se puede realizar cualquier combinacién de eliminacion,
insercion y sustitucion para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas
deseadas, p. €j., unién a la diana (uniéon a GDF11, GDF8, ActRIIA y/o ActRIIB).

Se pueden hacer alteraciones (p. €j., sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad de los
anticuerpos. Tales alteraciones se pueden hacer en “puntos criticos” de las HVR, es decir, en residuos codificados por
codones que experimentan mutacion a frecuencia alta durante el procedimiento de maduracion somatica (véase, p. €j.,
Chowdhury (2008) Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)) y/o en las SDR (a-CDR), ensayando la variante de VH o
VL resultante para determinar la afinidad de unién. La maduracion de la afinidad construyendo y reseleccionado a
partir de colecciones secundarias se ha descrito en la técnica, [véase, p. ej., Hoogenboom y col., en Methods in
Molecular Biology 178:1-37, O'Brien y col., ed., Human Press, Totowa, N.J., (2001)]. En algunos aspectos de la
maduracion de la afinidad, se introduce diversidad en los genes variables elegidos para la maduracién mediante
cualquiera de un abanico de procedimientos (p. ej., PCR propensa a error, transposicion de cadena o mutagénesis
dirigida por oligonucledtidos). A continuacion, se crea una segunda coleccién. La coleccién se criba a continuacion
para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro procedimiento para introducir diversidad
implica estrategias dirigidas a HVR, en las que se aleatorizan varios residuos de HVR (p. €j., 4-6 residuos a la vez).
Los residuos de HVR implicados en la unién a antigeno se pueden identificar especificamente, p. €j., usando modelado
o mutagénesis dirigida por barrido de alanina. En particular, a menudo se eligen como diana CDR-H3 y CDR-L3.

En ciertos aspectos, se pueden producir sustituciones, inserciones o eliminaciones en una o mas HVR, siempre que
tales alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno. Por ejemplo, se
pueden hacer alteraciones conservadoras (p. €j., sustituciones conservadoras como se proporcionan en esta solicitud)
en las HVR que no reducen sustancialmente la afinidad de unién. Tales alteraciones pueden estar fuera de los “puntos
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criticos” de las HVR o SDR. En ciertos aspectos de las variantes de secuencias de VH y VL proporcionadas
anteriormente, cada HVR esta inalterada o no contiene mas de una, dos o tres sustituciones de aminoacidos.

Un procedimiento util para la identificacion de residuos o regiones de un anticuerpo y/o el polipéptido de unién que se
pueden elegir como dianas para la mutagénesis se denomina “mutagénesis dirigida por barrido de alanina”, como
describen Cunningham y Wells (1989) Science, 244:1081-1085 En este procedimiento, un residuo o grupo de residuos
diana (p. €j., residuos con carga como arg, asp, his, lys y glu) se identifican y sustituyen por un aminoacido neutro o
cargado negativamente (p. €j., alanina o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo o polipéptido de
union con el antigeno se ve afectada. Se pueden introducir sustituciones adicionales en las posiciones de aminoacido
que presentan sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales. Alternativamente, o adicionalmente, se puede usar
una estructura cristalina de un complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y
el antigeno. Tales residuos de contacto y residuos adyacentes se pueden elegir como diana o eliminar como
candidatos para la sustitucion. Las variantes se pueden cribar para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones en los extremos amino- y/o carboxiterminal que
varian en cuanto a longitud de un residuo a polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones
intrasecuencia de un Unico o multiples residuos de aminoacido. Los ejemplos de inserciones en los extremos incluyen
un anticuerpo con un residuo de metionilo aminoterminal. Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo
incluyen la fusién de los extremos amino- o carboxiterminal del anticuerpo a una enzima (p. €j., para ADEPT) o un
polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

En ciertos aspectos, un anticuerpo y/o polipéptido de unién proporcionados en esta solicitud se pueden modificar
adicionalmente para que contengan restos no proteicos adicionales que son conocidos en la técnica y facilmente
asequibles. Los restos adecuados para la derivatizacion del anticuerpo y/o el polipéptido de unién incluyen, pero no
se limitan a, polimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitantes de polimeros hidrosolubles incluyen, pero no se
limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/dxido de etileno, polioles polioxietilados
(p. €j., glicerol), alcohol polivinilico y mezclas de los mismos. El polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas
en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular y puede ser
ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros fijados al anticuerpo y/o al polipéptido de unién puede variar y, si
hay fijado mas de un polimero, estos pueden ser la misma molécula o diferentes moléculas. En general, el nimero y/o
tipo de polimeros usados para la derivatizacion se puede determinar en base a consideraciones que incluyen, pero no
se limitan a, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo y/o el polipéptido de unién que se va a mejorar,
si el derivado de anticuerpo y/o el derivado de polipéptido de unién se usara en una terapia en condiciones definidas,
etc.

Cualquiera de los anticuerpos antagonistas de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-activina A,
un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11,
un anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA y/o un
anticuerpo anti-ActRIIB) se puede combinar con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl adicionales de la
descripcién para conseguir el efecto deseado (p. ej., aumentar los niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina en un
sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la drepanocitosis, tratar o impedir una o mas complicaciones
de la drepanocitosis). Por ejemplo, un anticuerpo antagonista de ActRII descrito en esta solicitud (p. €j., un anticuerpo
anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo
anti-GDF11, un anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA
0 un anticuerpo anti-ActRIIB) se puede usar en combinacion con i) uno o mas anticuerpos antagonistas de ActRII
adicionales descritos en esta solicitud, i) uno o mas polipéptidos de ActRIl descritos en esta solicitud (p. €j.,
polipéptidos de ActRIIA y/o ActRIIB), iii) una o mas trampas de GDF descritas en esta solicitud; iv) uno o mas
antagonistas de ActRIlI de molécula pequefa descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista de molécula pequefia
de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA
y/o ActRIIB); v) uno o mas antagonistas de ActRIl de polinucledtidos descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista
de polinucleétidos de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMPS6,
BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); vi) uno o mas polipéptidos de folistatina descritos en esta solicitud; y/o vii) uno o
mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

D. Antagonistas de molécula pequeia

En otro aspecto, la presente descripcién se refiere a una molécula pequefa, o una combinacién de moléculas
pequefias, que antagoniza la actividad de ActRII (p. €j., inhibicion de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB,
tal como la transduccion de sefales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8). En particular, la descripcion proporciona
procedimientos para usar un antagonista de molécula pequefia o una combinacion de antagonistas de molécula
pequefa de ActRIl, solo o en combinacién con uno o mas agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. ej., EPO) u
otros tratamientos complementarios [p. €j., factores de crecimiento hematopoyéticos (p.ej., G-CSF o GM-CSF),
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transfusion de glébulos rojos o sangre entera, terapia de quelacién de hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.], para,
p. €j., aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto
que lo necesita, tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una o mas complicaciones de la
drepanocitosis (p. ej., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico
agudo, necesidad de transfusién de sangre, lesion de o6rganos, necesidad de analgésicos, crisis de secuestro
esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio, enfermedad
pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, sobrecarga
de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o crénica, pielonefritis, aneurisma, accidente cerebrovascular
isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular, isquemia
retiniana periférica, hemorragia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea, priapismo) y/o reducir la carga de transfusion
de sangre en un sujeto que lo necesita.

En algunos aspectos, un antagonista de ActRIl preferido de la presente descripciéon es un antagonista de molécula
pequefia, o una combinacién de antagonistas de molécula pequefia, que inhibe directa o indirectamente al menos la
actividad del GDF11. Opcionalmente, tal antagonista de molécula pequefia, o combinacion de antagonistas de
molécula pequefa, puede inhibir ademas, directa o indirectamente, el GDF8. Opcionalmente, un antagonista de
molécula pequefia, o una combinacién de antagonistas de molécula pequefia, de la presente descripciéon no inhibe
sustancialmente la actividad de la activina A. En algunos aspectos, un antagonista de molécula pequefa, o una
combinacién de antagonistas de molécula pequefia, de la presente descripcién que inhibe, directa o indirectamente,
la actividad del GDF11 y/o GDF8 inhibe ademas, directa o indirectamente, la actividad de uno o mas de activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB.

En ciertos aspectos, un antagonista de molécula pequefia, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefa,
de la presente descripcion es un inhibidor indirecto de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina E, BMP6, Nodal, ActRIIA y ActRIIB. Por ejemplo, un antagonista de molécula pequefia, o una
combinacién de antagonistas de molécula pequefia, de la presente descripcion puede inhibir la expresion (p. €j., la
transcripcion, traduccion, secrecion celular o combinaciones de las mismas) de al menos el GDF11. Opcionalmente,
tal antagonista de molécula pequefia, o combinacién de antagonistas de molécula pequefia, puede inhibir ademas la
expresion de GDF8. Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o combinaciones de antagonistas de
molécula pequefia, de la descripcion no inhibe sustancialmente la expresién de activina A. En algunos aspectos, un
antagonista de molécula pequefia, 0 una combinaciéon de antagonistas de molécula pequefia, de la descripciéon que
inhibe la expresion de GDF11 y/o GDF8 puede inhibir ademas la expresién de uno o mas de activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB.

En otros aspectos, un antagonista de molécula pequefia, 0 una combinacién de antagonistas de molécula pequefia,
de la presente descripcion es un inhibidor directo de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB. Por ejemplo, un antagonista de molécula pequefia
preferido, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefa, de la presente descripcién se une directamente
a, e inhibe la actividad de, al menos el GDF11 (p. €j., inhibe la capacidad del GDF11 para unirse a un receptor ActRIIA
y/o ActRIIB; inhibe la activacion mediada por GDF11 de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como
la transduccion de sefales a través de SMAD 2/3). Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o
combinaciones de antagonistas de molécula pequefia, de la descripcién se puede unir ademas a, e inhibir la actividad
de, el GDF8 (p. €j., inhibe la capacidad del GDF8 para unirse a un receptor ActRIIA y/o ActRIIB; inhibe la activacion
mediada por GDF8 de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través
de SMAD 2/3). Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o combinaciones de antagonistas de molécula
pequefia, de la descripcidon no se une sustancialmente a, ni inhibe, la actividad de la activina A (p. €j., la capacidad de
la activina A para unirse a un receptor ActRIIA y/o ActRIIB; la activacién mediada por activina A de la transduccion de
sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la via de transduccion de sefales a través de SMAD 2/3). En algunos
aspectos, un antagonista de molécula pequefia, o combinaciones de antagonistas de molécula pequefia, de la
descripcidn que se une a, e inhibe la actividad de, el GDF11 y/o GDF8 se une ademas a, e inhibe la actividad de, uno
0 mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB.

En algunos aspectos, un antagonista de molécula pequefa, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefia,
de la presente descripcion se une directamente a, e inhibe la actividad de, al menos el GDF8 (p. €j., inhibe la capacidad
del GDF8 para unirse a un receptor ActRIIA y/o ActRIIB; inhibe la activacién mediada por GDF8 de la transduccion de
sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3). Opcionalmente, un
antagonista de molécula pequefia, o combinaciones de antagonistas de molécula pequefia, de la descripcion puede
unirse a, e inhibir la actividad de, el GDF11 (p. €j., inhibir la capacidad del GDF11 para unirse a un receptor ActRIIA
y/o ActRIIB; inhibir la activacion mediada por GDF11 de la transduccién de sefializacion ActRIIA y/o ActRIIB, tal como
la transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3). Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o
combinaciones de antagonistas de molécula pequefa, de la descripcidn no se une sustancialmente a, o inhibe la
actividad de, la activina A (p. ej., la capacidad de la activina A para unirse a un receptor ActRIIA y/o ActRIIB; la
activacion mediada por activina A de la transduccion de sefiales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la transduccion de
sefiales a través de SMAD 2/3). En algunos aspectos, un antagonista de molécula pequefa, o combinaciones de
antagonistas de molécula pequefia, de la descripcion que se une a, e inhibe la actividad de, el GDF8 y/o GDF11 se
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une ademas a, e inhibe la actividad de, uno o mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6,
BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB.

En algunos aspectos, un antagonista de molécula pequefia, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefia,
de la presente descripcidon se une directamente a, e inhibe, la actividad de, al menos ActRIIA (p. €j., la activacion
mediada por ligando de ActRIl de la transduccion de sefiales de ActRIIA, tal como la transduccion de sefales a través
de SMAD 2/3). Por ejemplo, un antagonista de molécula pequefa preferido, o una combinaciéon de antagonistas de
molécula pequefia, de la descripcidon se une a un receptor ActRIIA e inhibe al menos la unién a, y/o activacion de, el
receptor ActRIIA por el GDF11. Opcionalmente, tal antagonista de molécula pequefia, o combinacién de antagonistas
de molécula pequefia, puede inhibir ademas la unién a, y/o activacion de, el receptor ActRIIA por el GDF8.
Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o una combinacién de antagonistas de molécula pequeiia, de
la descripcién no inhibe sustancialmente la unién a, y/o activacion de, un receptor ActRIIA por la activina A. En algunos
aspectos, un antagonista de molécula pequefia, 0 una combinacién de antagonistas de molécula pequeia, de la
descripcién que inhibe la unién a, y/o activacion de, el receptor ActRIIA por el GDF11 y/o GDF8, inhibe ademas la
union a, y/o activacion de, el receptor ActRIIA por uno o mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina
E, BMP6, BMP7 y Nodal.

En algunos aspectos, un antagonista de molécula pequefia, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefia,
de la presente descripcidon se une directamente a, e inhibe la actividad de, al menos ActRIIB (p. €j., la activacion
mediada por ligando de ActRIl de la transduccién de sefiales de ActRIIB, tal como la transduccion de senales a través
de SMAD 2/3). Por ejemplo, un antagonista de molécula pequefa preferido, o una combinacion de antagonistas de
molécula pequefia, de la descripcién se une a un receptor ActRIIB e inhibe la union a, y/o activacion de, el receptor
ActRIIB por al menos el GDF11. Opcionalmente, tal antagonista de molécula pequefia, 0 combinacion de antagonistas
de molécula pequefia, puede inhibir ademas la unién a, y/o activacion de, el receptor ActRIIB por el GDF8.
Opcionalmente, un antagonista de molécula pequefia, o una combinacion de antagonistas de molécula pequefia, de
la descripcion no inhibe sustancialmente la union a, y/o activacion de, un receptor ActRIIB por la activina A En algunos
aspectos, un antagonista de molécula pequefia, o0 una combinacién de antagonistas de molécula pequeia, de la
descripcién que inhibe la unién a, y/o activacion de, el receptor ActRIIB por el GDF11 y/o GDF8 inhibe ademas la
union a, y/o activacion de, el receptor ActRIIB por uno o méas de A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6,
BMP7 y Nodal.

Los antagonistas de molécula pequefa organica de union de la presente descripcidon se pueden identificar y sintetizar
quimicamente usando metodologia conocida (véanse, p. €j., las publicaciones PCT n.° WO 00/00823 y WO 00/39585).
En general, los antagonistas de molécula pequefia de la descripcidn son normalmente de tamafio inferior a
aproximadamente 2000 daltons, alternativamente de tamano inferior a aproximadamente 1500, 750, 500, 250 o 200
daltons, donde tales moléculas pequefias organicas son capaces de unirse, preferiblemente especificamente, a un
polipéptido como se describe en esta solicitud (p. ej., GDF11, GDF8, ActRIIA y ActRIIB). Tales antagonistas de
molécula pequefia se pueden identificar sin experimentacidon excesiva usando técnicas muy conocidas. A este
respecto, cabe sefalar que las técnicas para cribar colecciones de moléculas pequefias organicas para seleccionar
moléculas que son capaces de unirse a una diana polipeptidica son muy conocidas en la técnica (véanse, p. €j., las
publicaciones de patentes internacionales n.° WO00/00823 y WO00/39585).

Las moléculas pequefias organicas de union de la presente descripcion pueden ser, por ejemplo, aldehidos, cetonas,
oximas, hidrazonas, semicarbazonas, carbazidas, aminas primarias, aminas secundarias, aminas terciarias,
hidrazinas sustituidas en N, hidrazidas, alcoholes, éteres, tioles, tioéteres, disulfuros, acidos carboxilicos, ésteres,
amidas, ureas, carbamatos, carbonatos, cetales, tiocetales, acetales, tioacetales, haluros de arilo, sulfonatos de arilo,
haluros de alquilo, sulfonatos de alquilo, compuestos aromaticos, compuestos heterociclicos, anilinas, alquenos,
alquinos, dioles, aminoalcoholes, oxazolidinas, oxazolinas, tiazolidinas, tiazolinas, enaminas, sulfonamidas, epoxidos,
aziridinas, isocianatos, cloruros de sulfonilo, compuestos diazo y cloruros de acido.

Cualquiera de los antagonistas de ActRIl de molécula pequefia descritos en esta solicitud (p. ej., un antagonista de
molécula pequefia de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6,
BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB) se pueden combinar con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl adicionales
de la descripcion para conseguir el efecto deseado (p. €j., aumentar los niveles de gldbulos rojos y/o hemoglobina en
un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la drepanocitosis, tratar o impedir una o mas
complicaciones de la drepanocitosis). Por ejemplo, un antagonista de ActRIl de molécula pequefia descrito en esta
solicitud (p. €j., un antagonista de molécula pequefia de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina
AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB) se puede usar en combinacién con i) uno o mas
antagonistas de ActRIl de molécula pequefa adicionales descritos en esta solicitud, ii) uno o mas polipéptidos de
ActRII descritos en esta solicitud (p. €j., polipéptidos de ActRIIA y/o ActRIIB), iii) una o mas trampas de GDF descritas
en esta solicitud; iv) uno o mas anticuerpos antagonistas de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo
anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo
anti-GDF11, un anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA
o un anticuerpo anti-ActRIIB); v) uno o mas antagonistas de ActRII de polinucleétidos descritos en esta solicitud (por
ejemplo, un antagonista de polinucleétidos de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina
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C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); vi) uno o mas polipéptidos de folistatina descritos en esta
solicitud; y/o vii) uno o mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

E. Polinucleétidos antagonistas

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un polinucleétido, o una combinaciéon de polinucleétidos, que
antagoniza la actividad de ActRII (p. ej., inhibicion de la transduccion de sefales de ActRIIA y/o ActRIIB, tal como la
transduccion de sefiales a través de SMAD 2/3 y/o SMAD 1/5/8). En particular, la descripcion proporciona
procedimientos para usar un antagonista de ActRIl de polinucleétidos, o una combinacion de antagonistas de ActRII
de polinucleétidos, solo o en combinacidn con uno o mas agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. ej., EPO) u otros
tratamientos complementarios [p. €j., factores de crecimiento hematopoyético (p. ej., G-CSF o GM-CSF), transfusion
de glébulos rojos o sangre entera, terapia de quelacion de hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.], para, p. €j.,
aumentar los niveles de gldbulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo
necesita, tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una o mas complicaciones de la
drepanocitosis (p. €j., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico
agudo, necesidad de transfusién de sangre, lesiéon de 6rganos, necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de
secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusién, infarto agudo de miocardio,
enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro
hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o crénica, pielonefritis, aneurisma,
accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia
intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo) y/o
reducir la carga de transfusion de sangre en un sujeto que lo necesita.

En algunos aspectos, un antagonista de ActRIl de polinucleétidos, o una combinacion de antagonistas de ActRII de
polinucledtidos, de la presente descripcion se puede usar para inhibir la actividad y/o expresiéon de uno o mas de
GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o
ActRIIB. En ciertos aspectos preferidos, un antagonista de ActRIl de polinucledtidos, o una combinaciéon de
antagonistas de ActRII de polinucleétidos, de la descripcion es un antagonista de GDF-ActRII.

En algunos aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacion de antagonistas de polinucleétidos, de la
descripcién inhibe la actividad y/o expresion (p. €j., la transcripcion, traduccion, secrecion o combinaciones de las
mismas) de al menos el GDF11. Opcionalmente, tal antagonista de polinucleétidos, o combinacion de antagonistas de
polinucledtidos, puede inhibir adicionalmente la actividad y/o expresion del GDF8. Opcionalmente, un antagonista de
polinucledtidos, o una combinacién de antagonistas de polinucleétidos, de la descripcidn no inhibe sustancialmente la
actividad y/o expresién de la activina A. En algunos aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacion
de antagonistas de polinucledétidos, de la descripcion que inhibe la actividad y/o expresion del GDF11 y/o GDF8 puede
inhibir ademas la actividad y/o expresién de uno o mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E,
BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB.

En algunos aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacién de antagonistas de polinucleétidos, de la
descripcién inhibe la actividad y/o expresion (p. €j., la transcripcion, traduccioén, secrecion o combinaciones de las
mismas) de al menos el GDF8. Opcionalmente, tal antagonista de polinucledtidos, o0 combinacién de antagonistas de
polinucledtidos, puede inhibir ademas la actividad y/o expresion del GDF11. Opcionalmente, un antagonista de
polinucledtidos, o una combinacién de antagonistas de polinucleétidos, de la descripcién no inhibe sustancialmente la
actividad y/o expresién de la activina A. En algunos aspectos, un antagonista de polinucledtidos, o una combinacion
de antagonistas de polinucledtidos, de la descripcion que inhibe la actividad y/o expresion del GDF8 y/o GDF11 puede
inhibir ademas la actividad y/o expresién de uno o mas de activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E,
BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB.

En algunos aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacién de antagonistas de polinucleétidos, de la
descripcién inhibe la actividad y/o expresion (p. €j., la transcripcion, traduccion, secrecion o combinaciones de las
mismas) de al menos ActRIIA. Opcionalmente, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacién de antagonistas
de polinucledtidos, de la descripcion no inhibe sustancialmente la actividad y/o expresion de la activina A. En algunos
aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacion de antagonistas de polinucledtidos, de la descripcion
que inhibe la actividad y/o expresion de ActRIIA puede inhibir ademas la actividad y/o expresién de uno o més de
activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal y/o ActRIIB.

En algunos aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacién de antagonistas de polinucleétidos, de la
descripcién inhibe la actividad y/o expresion (p. €j., la transcripcion, traduccioén, secrecion o combinaciones de las
mismas) de al menos ActRIIB. Opcionalmente, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacién de antagonistas
de polinucledtidos, de la descripcion no inhibe sustancialmente la actividad y/o expresion de la activina A. En algunos
aspectos, un antagonista de polinucleétidos, o una combinacion de antagonistas de polinucledtidos, de la descripciéon
que inhibe la actividad y/o expresion de ActRIl puede inhibir ademés la actividad y/o expresién de uno o mas de
activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal y/o ActRIIA.
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Los antagonistas de polinucleétidos de la presente descripcidon pueden ser un acido nucleico no codificante, una
molécula de ARNi [por ejemplo, ARN de interferencia pequefio (siRNA), ARN de horquilla corta (shRNA), microARN
(miARN)], un aptamero y/o una ribozima. Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de GDF11, GDF8,
activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB humanos se conocen en la técnica
y, por tanto, los antagonistas de polinucleétidos para uso segun los procedimientos de la presente descripcion pueden
ser fabricados rutinariamente por un experto en la materia en base a los conocimientos de la técnica y las ensefianzas
proporcionadas en esta solicitud.

Por ejemplo, se puede usar tecnologia no codificante para controlar la expresiéon genética mediante ADN o ARN no
codificante o mediante la formacion de triple hélice. Las técnicas no codificantes se describen, por ejemplo, en Okano
(1991) J. Neurochem. 56:560; Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca
Raton, Fla. (1988). La formacion de triple hélice se describe en, por ejemplo, Cooney y col. (1988) Science 241:456;
y Dervan y col., (1991) Science 251:1300. Los procedimientos se basan en la unién de un polinucleétido a un ADN o
ARN complementario. En algunos aspectos, los acidos nucleicos no codificantes comprenden una secuencia de ADN
o ARN monocatenarios que es complementaria a al menos una porcion de una transcripcion de ARN de un gen descrito
en esta solicitud (p. ej., GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina C, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal,
ActRIIA y ActRIIB). Sin embargo, no se requiere complementariedad absoluta, aunque se prefiere.

Una secuencia “complementaria a al menos una porciéon de un ARN” a la que se hace referencia en esta solicitud
significa una secuencia que tiene complementariedad suficiente para ser capaz de hibridarse con el ARN, lo que forma
un duplex estable; en el caso de acidos nucleicos no codificantes bicatenarios de un gen descrito en esta solicitud
(p- ej., GDF11, GDFS8, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB) se puede
ensayar, por tanto, una Unica cadena del duplex de ADN o se puede ensayar la formacion de triplex. La capacidad
para hibridar dependera tanto del grado de complementariedad como de la longitud del acido nucleico no codificante.
Generalmente, cuanto mayor es el acido nucleico de hibridacion, mas apareamientos incorrectos de bases con un
ARN puede contener y seguir formando un duplex estable (o triplex, segun sea el caso). Un experto en la materia
puede determinar un grado tolerable de apareamientos incorrectos mediante el uso de procedimientos estandar para
determinar el punto de fusion del complejo hibridado.

Los polinucledtidos que son complementarios al extremo 5’ del mensaje, por ejemplo, la secuencia 5' no traducida
hasta, e incluyendo, el coddn de iniciacion AUG, deberian funcionar con mas efectividad para inhibir la traduccion. Sin
embargo, se ha demostrado que las secuencias complementarias a las secuencias 3’ no traducidas de ARNm también
son efectivas para inhibir la traduccion de ARNm [véase, por ejemplo, Wagner, R., (1994) Nature 372:333-335]. Por
tanto, los oligonucleétidos complementarios a las regiones no codificantes 5 'o 3' no traducidas de un gen de la
descripcion (p. ej., GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB)
se podrian usar en una estrategia no codificante para inhibir la traduccién de un ARNm enddégeno. Los polinucleétidos
complementarios a la region 5’ no traducida del ARNm deben incluir el complemento del coddn de iniciacion AUG. Los
polinucledtidos no codificantes complementarios a regiones codificantes de ARNm son inhibidores menos eficaces de
la traduccién, pero se podrian usar segun los procedimientos de la presente descripcion. Independientemente de si
estan disefados para hibridarse a las regiones 5 no traducida, 3' no traducida o codificante de un ARNm de la
descripcién (p. ej., un ARNm de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal,
ActRIIA y ActRIIB), los acidos nucleicos no codificantes deben tener al menos seis nucleétidos de longitud, y son
preferiblemente oligonucledtidos que varian de 6 a aproximadamente 50 nucledtidos de longitud. En aspectos
especificos, el oligonucledtido tiene al menos 10 nucledtidos, al menos 17 nucledtidos, al menos 25 nucledtidos o al
menos 50 nucledtidos.

En un aspecto, el acido nucleico no codificante de la presente descripcion (p. ej., un acido nucleico no codificante de
GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA o ActRIIB) es producido
intracelularmente mediante transcripcion de una secuencia exdgena. Por ejemplo, se transcribe un vector o una
porcién del mismo, lo que produce un acido nucleico no codificante (ARN) de un gen de la descripcién. Tal vector
contendria una secuencia que codifica el acido nucleico no codificante deseado. Tal vector puede permanecer
episomico o integrarse cromosémicamente, siempre que pueda transcribirse para producir el ARN no codificante
deseado. Tales vectores se pueden construir mediante procedimientos de tecnologia de ADN recombinante estandar
de la técnica. Los vectores pueden ser plasmidos, viricos u otros conocidos en la técnica, usados para la replicacion
y expresién en células de vertebrados. La expresiéon de la secuencia que codifica genes deseados de la presente
descripcioén, o fragmentos de los mismos, se puede realizarse mediante cualquier promotor que se sabe en la técnica
que actua en células de vertebrados, preferiblemente de seres humanos. Tales promotores pueden ser inducibles o
constitutivos. Tales promotores incluyen, pero no se limitan a, la regiéon de promotor temprano de SV40 [véase, p. €j.,
Benoist y Chambon (1981) Nature 29:304-310], el promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' del virus del
sarcoma de Rous [véase, p. €j., Yamamoto y col. (1980) Cell 22:787-797], el promotor de timidina del herpes [véase,
p. €j., Wagner y col. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445] y las secuencias reguladoras del gen de la
metalotioneina [véase, p. €j., Brinster y col. (1982) Nature 296:39-42].

En algunos aspectos, los antagonistas de polinucleétidos son moléculas de ARN o ARNi que se dirigen a la expresion
de uno o mas de: GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB.
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ARNi se refiere a la expresion de un ARN que interfiere con la expresién del ARNm objetivo. Especificamente, el ARNi
silencia un gen objetivo al interactuar con el ARNm especifico mediante un siRNA (ARN de interferencia pequefio). El
complejo de ARN bicatenario se convierte a continuacién en objetivo para la degradacion por la célula. Una molécula
de siRNA es un duplex de ARN bicatenario de 10 a 50 nucleétidos de longitud, que interfiere con la expresion de un
gen objetivo que es lo suficientemente complementario (p. €j., al menos 80 % de identidad con el gen). En algunos
aspectos, la molécula de siRNA comprende una secuencia de nucledétidos que es al menos 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99
0 100 % idéntica a la secuencia de nucleétidos del gen objetivo.

Las moléculas de ARNi adicionales incluyen ARN de horquilla corta (shRNA); asi como horquilla de interferencia corta
y microARN (miARN). La molécula de shRNA contiene secuencias codificantes y no codificantes de un gen objetivo
conectadas por un bucle. El shRNA es transportado del nucleo al citoplasma y es degradado junto con el ARNm. Los
promotores Pol Il o U6 se pueden usar para expresar ARN para ARNi. Paddison y col. [Genes & Dev. (2002) 16:948-
958, 2002] han usado moléculas de ARN pequefas plegadas en horquillas como un medio para lograr ARNi. Por
consiguiente, tales moléculas de ARN de horquilla corta (shRNA) también se usan ventajosamente en los
procedimientos descritos en esta solicitud. La longitud del tallo y el bucle de los shRNA funcionales varia; las longitudes
de los tallos pueden variar de aproximadamente 25 a aproximadamente 30 nt y el tamafio del bucle puede variar de 4
a aproximadamente 25 nt sin que esto afecte a la actividad de silenciamiento. Sin desear cefiirnos a ninguna teoria
particular, se cree que estos shRNA se asemejan a los productos de ARN bicatenario (dsARN) de la RNasa DICER y,
en cualquier caso, tienen la misma capacidad para inhibir la expresion de un gen especifico. El shRNA se puede
expresar a partir de un vector lentivirico. Un miARN es un ARN monocatenario de aproximadamente 10 a 70
nucledtidos de longitud que se transcribe inicialmente como pre-miARN caracterizado por una estructura de “tallo-
bucle” y que posteriormente se procesa para producir miARN maduro después del procesamiento adicional mediante
el RISC.

Las moléculas que median ARNi, lo que incluye, sin limitacidn, siRNA, se pueden producir in vitro mediante sintesis
quimica (Hohjoh, FEBS Lett 521:195-199, 2002), hidrdlisis de dsARN (Yang y col., Proc Natl Acad Sci USA 99:9942-
9947, 2002), mediante transcripcion in vitro con T7 ARN polimerasa (Donzeet y col., Nucleic Acids Res 30:e46, 2002;
Yu y col., Proc Natl Acad Sci USA 99:6047-6052, 2002) y mediante hidrélisis de ARN bicatenario utilizando una
nucleasa tal como RNasa Ill de E. coli (Yang y col., Proc Natl Acad Sci USA 99:9942-9947, 2002).

Segun otro aspecto, la descripcion proporciona antagonistas de polinucleétidos que incluyen, pero no se limitan a, un
ADN sefiuelo, un ADN bicatenario, un ADN monocatenario, un ADN complejado, un ADN encapsulado, un ADN virico,
un ADN de plasmido, un ARN desnudo, un ARN encapsulado, un ARN virico, un ARN bicatenario, una molécula capaz
de generar interferencia de ARN o combinaciones de los mismos.

En algunos aspectos, los antagonistas de polinucleétidos de la descripcion son aptdmeros. Los aptameros son
moléculas de acido nucleico, que incluyen moléculas de ADN bicatenario y ARN monocatenario, que se unen y forman
estructuras terciarias que se unen especificamente a una molécula diana, tal como un polipéptido de GDF11, GDF8,
activina A, activina B, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y ActRIIB. La generacion y el uso terapéutico
de aptameros estan muy consolidados en la técnica. Véase, p. €]., la patente de los EE. UU. n.° 5 475 096. Se puede
encontrar informacion adicional sobre aptameros en la solicitud de patente de los EE. UU. con n.° de publicacion
20060148748. Los aptameros de acidos nucleicos se seleccionan usando procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo, mediante el procedimiento de evolucién sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX).
SELEX es un procedimiento para la evolucion in vitro de moléculas de acido nucleico con unién muy especifica a
moléculas diana como se describe en, p. ej., las patentes de los EE. UU. n.° 5 475 096, 5 580 737, 5 567 588, 5 707
796, 5 763 177, 6 011 577 y 6 699 843. Otro procedimiento de cribado para identificar aptameros se describe en la
patente de los EE. UU. n.° 5 270 163. El procedimiento SELEX se basa en la capacidad de los acidos nucleicos para
formar un abanico de estructuras bi- y tridimensionales, asi como en la versatilidad quimica disponible en los
monodmeros de nucleotido para actuar como ligandos (formar pares de union especifica) con virtualmente cualquier
compuesto quimico, ya sea monomeérico o polimérico, lo que incluye otras moléculas de acido nucleico y polipéptidos.
Las moléculas de cualquier tamafio o composicion pueden servir como dianas. El procedimiento SELEX implica la
seleccién de una mezcla de oligonucleétidos candidatos e iteraciones graduales de unidn, separacion y amplificacion,
usando el mismo esquema de seleccion general, para conseguir la afinidad y selectividad de unién deseadas. A partir
de una mezcla de acidos nucleicos, que puede comprender un segmento de secuencia aleatorizada, el procedimiento
SELEX incluye etapas de poner en contacto la mezcla con la diana en condiciones favorables para la union; separar
los acidos nucleicos no unidos de los acidos nucleicos que se han unido especificamente a las moléculas diana;
disociar los complejos acido nucleico-diana; amplificar los acidos nucleicos disociados de los complejos acido nucleico-
diana para producir una mezcla de acidos nucleicos enriquecida con ligando. Las etapas de unién, separacion,
disociacion y amplificacion se repiten tantos ciclos como se desee para producir ligandos de acido nucleico de afinidad
muy especifica por la molécula diana.

Tipicamente, tales moléculas de unién se administran independientemente al animal [véase, p. ej., O'Connor (1991)
J. Neurochem. 56:560], pero tales moléculas de unién también se pueden expresar in vivo a partir de polinucleétidos
absorbidos por una célula hospedadora y expresados in vivo [véase, p. €j., Oligodeoxynucleotides as Antisense
Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, Fla. (1988)].
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Cualquiera de los antagonistas de ActRIl de polinucledtidos descritos en esta solicitud (p. ej., un antagonista de
polinucleétidos de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7,
Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB) se pueden combinar con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl adicionales de la
descripcién para conseguir el efecto deseado (p. ej., aumentar los niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina en un
sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la drepanocitosis, tratar o impedir una o mas complicaciones
de la drepanocitosis). Por ejemplo, un antagonista de ActRIl de polinucleétidos descrito en esta solicitud (p. ej., un
antagonista de polinucledtidos de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina
E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB) se puede usar en combinacién con i) uno o mas antagonistas de ActRlII
de polinucleétidos descritos en esta solicitud, ii) uno o mas polipéptidos de ActRIl descritos en esta solicitud (p. €j.,
polipéptidos de ActRIIA y/o ActRIIB), iii) una o mas trampas de GDF descritas en esta solicitud; iv) uno o mas
anticuerpos antagonistas de ActRIl descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-
activina B, un anticuerpo anti-activina C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-
GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB);
V) uno 0 mas antagonistas de ActRIl de molécula pequefia descritos en esta solicitud (p. ej., un antagonista de
molécula pequefia de uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6,
BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); vi) uno o mas polipéptidos de folistatina descritos en esta solicitud; y/o vii) uno o
mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

F. Otros antagonistas

En otros aspectos, un agente para uso segun los procedimientos descritos en esta solicitud es un polipéptido de
folistatina, que se puede usar solo o en combinacion con uno o mas agentes estimulantes de la eritropoyesis (p. €;.,
EPO) u otros tratamientos complementarios [p. €j., factores de crecimiento hematopoyéticos (p. ej., G-CSF o GM-
CSF), transfusion de glébulos rojos o sangre entera, terapia de quelacién de hierro, tratamiento con hidroxiurea, etc.]
para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia en un sujeto que
lo necesita, y procedimientos para tratar una drepanocitosis en un sujeto que lo necesita, y/o procedimientos para
tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis) y/o reducir la carga de transfusion de sangre. El
término “polipéptido de folistatina” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de folistatina de origen
natural, asi como cualquier variante de los mismos (lo que incluye mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que conserva una actividad util, e incluye ademas cualquier monémero o multimero funcionales de
folistatina. En ciertos aspectos preferidos, los polipéptidos de folistatina de la descripcion se unen a, y/o inhiben la
actividad de, la activina, particularmente la activina A (p. €j., la activacidon mediada por activina de la transduccién de
sefiales a través de SMAD 2/3 de ActRIIA y/o ActRIIB). Las variantes de polipéptidos de folistatina que conservan las
propiedades de unién a activina se pueden identificar en base a estudios anteriores que implican interacciones entre
folistatina y activina. Por ejemplo, el documento W0O2008/030367 describe dominios de folistatina especificos (“FSD”)
que se ha demostrado que son importantes para la unién a activina. Como se muestra mas adelante en las SEQ ID
NO: 18-20, el dominio aminoterminal de la folistatina (“FSND” SEQ ID NO: 18), FSD2 (SEQ ID NO: 20) y, en menor
medida, FSD1 (SEQ ID NO: 19) representan dominios ejemplares de la folistatina que son importantes para la union
a activina. Ademas, los procedimientos para fabricar y ensayar colecciones de polipéptidos se describieron
anteriormente en el contexto de los polipéptidos de ActRIl, y tales procedimientos también se refieren a la fabricacion
y el ensayo de variantes de folistatina. Los polipéptidos de folistatina incluyen polipéptidos derivados de la secuencia
de cualquier folistatina conocida que tiene una secuencia al menos aproximadamente 80 % idéntica a la secuencia de
un polipéptido de folistatina, y opcionalmente al menos 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o identidad
superior. Los ejemplos de polipéptidos de folistatina incluyen el polipéptido de folistatina maduro o isoformas mas
cortas u otras variantes del polipéptido precursor de la folistatina humana (SEQ ID NO: 16) como se describe, por
ejemplo, en el documento WO2005/025601.

La isoforma FST344 del polipéptido precursor de la folistatina humana es la siguiente:

1 mvrarhgpgg 1lcllllllcqg fmedrsagag ncwlrgakng rcgvlyktel

51skeeccstgr lstswteedv ndntlfkwmi fnggapncip cketcenvdc

101gpgkkcrmnk knkprcvcap dcsnitwkgp vegldgktyr necallkarc
151kegpelevay ggrckktcrd vicpgsstev vdgtnnayev tcnricpepa
20lssegylcgnd gvtyssachl rkatcllgrs iglayegkci kakscedidgc
251tggkkclwdf kvgrgrcslc delcpdsksd epvcasdnat yasecamkea
301 acssgvllev khsgscnsis edteeeeede dgdysfpiss ilew

(SEQ ID NO: 16; NCBI Reference No. NP_037541.1)

El péptido sefal esta subrayado; también estan subrayados los ultimos 27 residuos que representan la extension
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carboxiterminal que distingue esta isoforma de la folistatina de la isoforma de la folistatina mas corta FST317 mostrada
a continuacion.

La isoforma FST317 del polipéptido precursor de la folistatina humana es la siguiente:

IMVRARHOPGG LCLLLLLLCO FMEDRSAQAG NCWLRQAKNG RCOVLYKTEL

51SKEECCSTGR LSTSWTEEDV NDNTLFKWMI FNGGAPNCIP CKETCENVDC
101GPGKKCRMNK KNKPRCVCAP DCSNITWKGP VCGLDGKTYR NECALLKARC
151KEQPELEVQY QGRCKKTCRD VEFCPGSSTCV VDQTNNAYCV TCNRICPEPA
201SSEQYLCGND GVTYSSACHL RKATCLLGRS IGLAYEGKCI KAKSCEDIQC
251TGGKKCLWDE KVGRGRCSLC DELCPDSKSD EPVCASDNAT YASECAMKEA

301ACSSGVLLEV KHSGSCN
(SEQ ID NO: 17; NCBI Numero de referencia NP_006341.1)

El péptido sefial esta subrayado.
La secuencia del dominio aminoterminal de la folistatina (FSND) es la siguiente:

GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLS TSWTEEDVNDNTLFKWM
IFNGGAPNCIPCK (SEQ ID NO: 18; FSND)

Las secuencias FSD1 y FSD2 son las siguientes:

ETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCV (SEQ ID NO: 19; FSD1)
KTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVT (SEQ ID NO: 20; FSD2)

En otros aspectos, un agente para uso segun los procedimientos descritos en esta solicitud (p. ej., procedimientos
para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto que lo necesita, procedimientos para tratar o impedir una
anemia en un sujeto que lo necesita y procedimientos para tratar o impedir un trastorno/afeccién de la drepanocitosis)
es un gen relacionado con la folistatina (FLRG), también conocido como proteina 3 relacionada con la folistatina
(FSTL3). El término “polipéptido de FLRG” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de origen natural
de FLRG, asi como cualquier variante de los mismos (lo que incluye mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que conserva una actividad util. En ciertos aspectos preferidos, los polipéptidos de FLRG de la
descripcién se unen a, y/o inhiben la actividad de, la activina, particularmente la activina A (p. €j., la activacion mediada
por activina de la transduccién de sefales a través de SMAD 2/3-de ActRIIA y/o ActRIIB). Las variantes de polipéptidos
de FLRG que conservan las propiedades de unién a activina se pueden identificar usando procedimientos rutinarios
para ensayar las interacciones entre FLRG y activina (véase, p. €j., el documento US 6 537 966). Ademas, los
procedimientos para fabricar y ensayar colecciones de polipéptidos se describieron anteriormente en el contexto de
los polipéptidos de ActRIl, y tales procedimientos también se refieren a la fabricacion y el ensayo de variantes de
FLRG. Por ejemplo, los polipéptidos de FLRG incluyen polipéptidos derivados de la secuencia de cualquier FLRG
conocida que tiene una secuencia al menos aproximadamente 80 % idéntica a la secuencia de un polipéptido de
FLRG, y opcionalmente al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o identidad superior.

El polipéptido precursor de FLRG humana (precursor de la proteina 3 relacionada con la folistatina) es el siguiente:

1 MRPGAPGPLW PLPWGALAWA VGEVSSMGSG NPAPGGVCWL QQGOEATCSL

51VLOQTDVTRAE CCASGNIDTA WSNLTHPGNK INLLGFLGLV HCLPCKDSCD
101GVECGPGKAC RMLGGRPRCE CAPDCSGLPA RLOVCGSDGA TYRDECELRA
151ARCRGHPDLS VMYRGRCRKS CEHVVCPRPQ SCVVDQTGSA HCVVCRAAPC
201PVPSSPGQEL CGNNNVTYIS SCHMROATCFEF LGRSIGVRHA GSCAGTPEEP

251PGGESAEEEE NFEV
(SEQ ID NO:21; NCBI Numero de referencia NP_005851.1)

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 845 650 T3

El péptido sefial esta subrayado.

En ciertos aspectos, las variantes funcionales o formas modificadas de los polipéptidos de folistatina y los polipéptidos
de FLRG incluyen proteinas de fusién que tienen al menos una porcion del polipéptido de folistatina o polipéptido 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 comentaron
pormenorizadamente anteriormente con referencia a los polipéptidos de ActRIl. En algin aspecto, un agente
antagonista de la descripcion es una proteina de fusién que comprende una porcién de unién a activina de un
polipéptido de folistatina fusionado a un dominio Fc. En otro aspecto, un agente antagonista de la descripcion es una
proteina de fusidon que comprende una porcion de unién a activina de un polipéptido de FLRG fusionado a un dominio
Fc.

Cualquiera de los polipéptidos de folistatina descritos en esta solicitud se puede combinar con uno o mas agentes
antagonistas de ActRII adicionales de la descripcion para conseguir el efecto deseado (p. €j., aumentar los niveles de
glébulos rojos y/o hemoglobina en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la drepanocitosis, tratar
o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis). Por ejemplo, un polipéptido de ActRIl descrito en esta
solicitud se puede usar en combinacién con i) uno o mas polipéptidos de folistatina adicionales descritos en esta
solicitud, ii) uno o mas polipéptidos de ActRII descritos en esta solicitud (p. €j., polipéptidos de ActRIIA y/o ActRIIB; iii)
una o mas trampas de GDF descritas en esta solicitud; iv) uno o mas anticuerpos antagonistas de ActRII descritos en
esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-activina C, un
anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un
anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB); v) uno o mas antagonistas de ActRII
de molécula pequefa descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista de molécula pequefia de uno o mas de GDF11,
GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); vi) uno o
mas antagonistas de ActRII de polinucleétidos descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista de polinucleétidos de
uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA,
y/o ActRIIB); y uno o mas polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud.

Similarmente, cualquiera de los polipéptidos de FLRG descritos en esta solicitud se puede combinar con uno o mas
agentes antagonistas de ActRII adicionales de la descripcion para conseguir el efecto deseado (p. ej., aumentar los
niveles de glébulos rojos y/o hemoglobina en un sujeto que lo necesita, tratar o impedir una anemia, tratar la
drepanocitosis, tratar o impedir una o mas complicaciones de la drepanocitosis). Por ejemplo, un polipéptido de FLRG
descrito en esta solicitud se puede usar en combinacién con i) uno o mas polipéptidos de FLRG adicionales descritos
en esta solicitud, ii) uno o mas polipéptidos de ActRII descritos en esta solicitud (p. €j., polipéptidos de ActRIIA y/o
ActRIIB; iii) una o mas trampas de GDF descritas en esta solicitud; iv) uno o mas anticuerpos antagonistas de ActRII
descritos en esta solicitud (p. ej., un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-activina B, un anticuerpo anti-activina
C, un anticuerpo anti-activina E, un anticuerpo anti-GDF11, un anticuerpo anti-GDF8, un anticuerpo anti-BMP6, un
anticuerpo anti-BMP7, un anticuerpo anti-ActRIIA o un anticuerpo anti-ActRIIB); v) uno o mas antagonistas de ActRII
de molécula pequefa descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista de molécula pequefia de uno o mas de GDF11,
GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA y/o ActRIIB); vi) uno o
mas antagonistas de ActRII de polinucleétidos descritos en esta solicitud (p. €j., un antagonista de polinucleétidos de
uno o mas de GDF11, GDF8, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E, BMP6, BMP7, Nodal, ActRIIA,
y/o ActRIIB); y uno o més polipéptidos de folistatina descritos en esta solicitud.

3. Ensayos de cribado

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere al uso de los polipéptidos de ActRIl (p. €j., polipéptidos de
ActRIIA y ActRIIB) y polipéptidos de trampa de GDF objetivo para identificar compuestos (agentes) que son agonistas
o antagonistas de polipéptidos de ActRIIB. Los compuestos identificados mediante este cribado se pueden ensayar
para evaluar su capacidad para modular los niveles de glébulos rojos, hemoglobina y/o reticulocitos in vivo o in vitro.
Estos compuestos se pueden ensayar, por ejemplo, en modelos animales.

Hay numerosas estrategias para el cribado de agentes terapéuticos para aumentar los niveles de glébulos rojos o
hemoglobina dirigiéndose a la transduccion de sefiales de ActRII (p. €j., la transduccion de sefiales a través de SMAD
2/3 ylo SMAD 1/5/8 de ActRIIA y/o ActRIIB). En ciertos aspectos, el cribado de alto rendimiento de compuestos se
puede llevar a cabo para identificar agentes que perturban los efectos mediados por ActRIl sobre una estirpe celular
seleccionada. En ciertos aspectos, el ensayo se lleva a cabo para cribar e identificar compuestos que inhiben
especificamente o reducen la unién de un polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF a su pareja de union,
tal como un ligando de ActRII (p. €j., activina A, activina B, activina AB, activina C, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7).
Alternativamente, el ensayo se puede usar para identificar compuestos que mejoran la unién de un polipéptido de
ActRIl o polipéptido de trampa de GDF a su pareja de unién, tal como un ligando de ActRIl. En un aspecto adicional,
los compuestos se pueden identificar mediante su capacidad para interactuar con un polipéptido de ActRIl o polipéptido
de trampa de GDF.
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Bastara un abanico de formatos de ensayo y, a la vista de la presente descripcién, aquellos no descritos expresamente
en esta solicitud seran comprendidos, no obstante, por un experto en la materia. Como se describe en esta solicitud,
los compuestos de ensayo (agentes) de la descripcidon se pueden crear mediante cualquier procedimiento quimico
combinatorio. Alternativamente, los compuestos objetivo pueden ser biomoléculas de origen 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 pueden ser producidos, por ejemplo, por bacterias, levaduras, plantas u otros
organismos (p. €j., productos naturales), producidos quimicamente (p.ej., moléculas pequefias, lo que incluye
peptidomiméticos) o producidos recombinantemente. Los compuestos de ensayo contemplados por la presente
descripcién incluyen moléculas organicas no peptidilicas, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, glucidos,
hormonas y moléculas de acido nucleico. En ciertos aspectos, el agente de ensayo es una molécula organica pequena
que tiene un peso molecular inferior a aproximadamente 2000 Daltons.

Los compuestos de ensayo de la descripcidon se pueden proporcionar como entidades Unicas y discretas o como
colecciones de mayor complejidad, tal como fabricadas mediante quimica combinatorio. Estas colecciones pueden
comprender, por ejemplo, glucidos, haluros de alquilo, aminas, amidas, ésteres, aldehidos, éteres y otras clases de
compuestos organicos. La presentacion de los compuestos de ensayo al sistema de ensayo puede ser de forma
aislada o como mezclas de compuestos, especialmente en las etapas iniciales de cribado. Opcionalmente, los
compuestos se pueden derivatizar opcionalmente con otros compuestos y tienen grupos de derivatizacion que facilitan
el aislamiento de los compuestos. Los ejemplos no limitantes de grupos de derivatizacion incluyen biotina,
fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescente verde, isétopos, polihistidina, perlas magnéticas, glutation S
transferasa (GST), reticulantes fotoactivables o cualquier combinacién de los mismos.

En muchos programas de cribado de farmacos con colecciones de compuestos y extractos naturales de ensayo, son
deseables ensayos de alto rendimiento con el fin de maximizar el nimero de compuestos estudiados en un periodo
de tiempo determinado. Los ensayos que se realizan en sistemas exentos de células, tales como los que se pueden
derivar con proteinas purificadas o semipurificadas, a menudo se prefieren como cribados "principales”, ya que se
pueden generar para permitir el desarrollo rapido y la deteccion relativamente facil de una alteraciéon en una diana
molecular que estd mediada por un compuesto de ensayo. Asimismo, los efectos de la toxicidad celular o
biodisponibilidad del compuesto de ensayo generalmente se pueden ignorar en el sistema in vitro, centrando
principalmente el ensayo en su lugar en el efecto del farmaco sobre la diana molecular como se puede poner de
manifiesto por una alteracion de la afinidad de unién entre un polipéptido de ActRIl o un polipéptido de trampa de GDF
y su pareja de union (p. €j., un ligando de ActRII).

Simplemente a modo ilustrativo, en un ensayo de cribado ejemplar de la presente descripcion, el compuesto de interés
se pone en contacto con un polipéptido de ActRIIB aislado y purificado que normalmente es capaz de unirse a un
ligando de ActRIIB, segun proceda para la intencidon del ensayo. La mezcla del compuesto y el polipéptido de ActRIIB
se afiade a continuacién a una composicion que contiene un ligando de ActRIIB (p. ej., GDF11). La deteccion y
cuantificacion de complejos de ActRIIB/ligando de ActRIIB proporciona un medio para determinar la eficacia del
compuesto en la inhibicidn (o potenciacion) de la formacion de complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de
union. La eficacia del compuesto se puede evaluar generando curvas de dosis-respuesta a partir de datos obtenidos
usando diversas concentraciones del compuesto de ensayo. Asimismo, también se puede realizar un ensayo de
control para proporcionar un valor de referencia para la comparacion. Por ejemplo, en un ensayo de control, se afiade
ligando de ActRIIB aislado y purificado a una composicién que contiene el polipéptido de ActRIIB y se cuantifica la
formacion de complejo de ActRIIB/ligando de ActRIIB en ausencia del compuesto de ensayo. Se entendera que, en
general, el orden en el que se pueden mezclar los reactivos se puede variar, y se pueden mezclar simultdneamente.
Asimismo, en lugar de proteinas purificadas, se pueden usar extractos y lisados celulares para conseguir un sistema
de ensayo exento de células adecuado.

La formacion de complejos entre un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF y su proteina de unién se
puede detectar mediante un abanico de técnicas. Por ejemplo, la modulaciéon de la formaciéon de complejos se puede
cuantificar usando, por ejemplo, proteinas marcadas de forma detectable, tal como radiomarcadas (p. ej., 3°P, 3°S, *C
o 3H), marcadas fluorescentemente (p. ej., FITC), o usando polipéptido de ActRIIB o polipéptido de trampa de GDF
marcado enzimaticamente y/o su proteina de unién, mediante inmunoanalisis o mediante deteccidon cromatografica.

En ciertos aspectos, la presente descripcidon contempla el uso de ensayos de polarizacién de fluorescencia y ensayos
de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) para medir, directa o indirectamente, el grado de
interaccion entre un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF y su proteina de unién. Ademas, otros
modos de deteccion, tales como los basados en guias de ondas opticas (véase, p. €j., la publicacion PCT WO
96/26432 y la patente de los EE. UU. n.° 5 677 196), resonancia de plasmones superficiales (SPR), sensores de carga
superficial y sensores de fuerza superficial, son compatibles con muchos aspectos de la descripcion.

Asimismo, la presente descripcion contempla el uso de un ensayo de trampa de interaccion, también conocido como
el “ensayo de dos hibridos”, para identificar agentes que alteran o potencian la interacciéon entre un polipéptido de
ActRIl o polipéptido de trampa de GDF y su pareja de unién. Véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 5 283 317;
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Zervos y col. (1993) Cell 72:223-232; Madura y col. (1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel y col. (1993)
Biotechniques 14:920-924 y Ilwabuchi y col. (1993) Oncogene 8:1693-1696). En un aspecto especifico, la presente
descripcién contempla el uso de sistemas de dos hibridos inversos para identificar compuestos (p. ej., moléculas
pequefias o péptidos) que disocian las interacciones entre un polipéptido de ActRIl o una trampa de GDF y su proteina
de unién [véase, p. €j., Vidal y Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain, (1999) Trends Biotechnol
17:374-81 y las patentes de los EE. UU. n.° 5 525 490; 5 955 280 y 5 965 368].

En ciertos aspectos, los compuestos objetivo se pueden identificar mediante su capacidad para interactuar con un
polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa de GDF. La interaccién entre el compuesto y el polipéptido de ActRIl o
polipéptido de trampa de GDF puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, tal interacciéon se puede identificar a
nivel proteico usando procedimientos bioguimicos in vitro, que incluyen fotorreticulacién, unién a ligando radiomarcado
y cromatografia de afinidad véase, p. €j., (Jakoby WB y col. (1974) Methods in Enzymology 46:1). En ciertos casos,
los compuestos se pueden cribar en un ensayo a base de mecanismos, tal como un ensayo para detectar compuestos
que se unen a un polipéptido de ActRIl o polipéptido de trampa de GDF. Esto puede incluir un acontecimiento de union
en fase solida o en fase fluida. Alternativamente, el gen que codifica un polipéptido de ActRII o polipéptido de trampa
de GDF se puede transfectar con un sistema indicador (p. ej., B-galactosidasa, luciferasa o proteina fluorescente
verde) en una célula y se puede cribar contra la coleccion, preferiblemente mediante cribado de alto rendimiento o con
miembros individuales de la coleccién. Se pueden usar ensayos de unién a base de otros mecanismos, por ejemplo,
ensayos de unidon que detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de unién se pueden realizar con la diana
fijada a un pocillo, una perla o un chip o capturada por un anticuerpo inmovilizado o resuelta mediante electroforesis
capilar. Los compuestos unidos se pueden detectar normalmente usando criterios de valoracién colorimétricos,
fluorescencia, o resonancia de plasmones superficiales.

4. Usos terapéuticos ejemplares

En ciertos aspectos, un agente antagonista de ActRIl, o una combinacién de agentes antagonistas de ActRlII, de la
presente descripcion se puede usar para aumentar los niveles de gldbulos rojos en un sujeto que lo necesita,
particularmente en mamiferos tales como roedores, primates y seres humanos. En algunos aspectos, un agente
antagonista de ActRIl, o una combinacién de agentes antagonistas de ActRIl, de la presente descripcion se puede
usar para tratar o impedir una anemia en un sujeto que lo necesita, particularmente en mamiferos tales como roedores,
primates y seres humanos. En algunos aspectos, un agente antagonista de ActRIl, o una combinacién de agentes
antagonistas de ActRIl, de la presente descripcion se puede para tratar la drepanocitosis, particularmente en
mamiferos tales como roedores, primates y seres humanos. En algunos aspectos, un agente antagonista de ActRII, o
una combinacién de agentes antagonistas de ActRII, de la presente descripcion se puede usar para tratar o impedir la
anemia en un sujeto con drepanocitosis que lo necesita, particularmente en mamiferos tales como roedores, primates
y seres humanos. En algunos aspectos, un agente antagonista de ActRII, o una combinacién de agentes antagonistas
de ActRIl, de la presente descripcion se puede usar para tratar o impedir una o mas complicaciones de la
drepanocitosis (p. ej., anemia, crisis de anemia, esplenomegalia, crisis de dolor, sindrome toracico, sindrome toracico
agudo, necesidad de transfusién de sangre, lesiéon de 6rganos, necesidad de (tratamiento con) analgésicos, crisis de
secuestro esplénico, crisis hiperhemolitica, vasooclusion, crisis de vasooclusion, infarto agudo de miocardio,
enfermedad pulmonar falciforme crénica, tromboembolismo, insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro
hepatico, sobrecarga de hierro, infarto esplénico, insuficiencia renal aguda y/o cronica, pielonefritis, aneurisma,
accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia subaracnoidea, hemorragia
intraventricular, isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa, hemorragia vitrea y/o priapismo) en
un sujeto que lo necesita, particularmente en mamiferos tales como roedores, primates y seres humanos. En algunos
aspectos, un agente antagonista de ActRIl, o una combinacién de agentes antagonistas de ActRII, de la presente
descripcién se puede usar para tratar o impedir crisis de vasooclusion en un sujeto con drepanocitosis que lo necesita,
particularmente en mamiferos tales como roedores, primates y seres humanos. En algunos aspectos, un agente
antagonista de ActRIl, o una combinacién de agentes antagonistas de ActRIl, de la presente descripcion se puede
usar para tratar o impedir crisis de dolor en un sujeto con drepanocitosis que lo necesita, particularmente en mamiferos
tales como roedores, primates y seres humanos. En algunos aspectos, un agente antagonista de ActRIl, o una
combinacion de agentes antagonistas de ActRII, de la presente descripcion se puede usar para tratar o impedir una
crisis de anemia en un sujeto con drepanocitosis que lo necesita, particularmente en mamiferos tales como roedores,
primates y seres humanos.

Como se emplea en esta solicitud, un agente terapéutico que “impide” un trastorno o una afeccién se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la aparicion del trastorno o la afeccion en la muestra tratada con
respecto a una muestra de control no tratada, o retrasa la aparicién o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del
trastorno o la afeccion con respecto a la muestra de control no tratada.

El término “tratar”, como se empela en esta solicitud, incluye la mejora o eliminacién de la afeccion una vez que se ha
consolidado. En cualquier caso, la prevencion o el tratamiento se pueden discernir del diagnéstico proporcionado por
un médico u otro profesional sanitario y del resultado previsto de la administracién del agente terapéutico.

En general, el tratamiento o la prevencion de una enfermedad o afeccién como se describe en la presente descripcion
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se consigue administrando uno o mas de los antagonistas de ActRIl (p. €j., un antagonista de ActRIIA y/o ActRIIB) de
la presente descripcion en una cantidad efectiva. Una cantidad efectiva de un agente se refiere a una cantidad efectiva,
en dosis y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado. Una
“cantidad terapéuticamente efectiva” de un agente de la presente descripcion puede variar en funcion de factores tales
como el estado patoldgico, la edad, el sexo y peso del individuo y la capacidad del agente para provocar una respuesta
deseada en el individuo. Una “cantidad profilacticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, en dosis y durante
periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado.

Numerosos genes contribuyen a la drepanocitosis clasica (SCD; drepanocitosis). Principalmente, la drepanocitosis es
un trastorno hereditario provocado por una mutacién en el gen de la B-globina (una mutacién de un glutamato a una
valina en el codén 6). Véase, p. €j., Kassim y col. (2013) Annu Rev Med, 64: 451-466. La drepanocitosis se refiere a
la forma mas comun de drepanocitosis, con una mutacion homocigotica en el alelo 85 (HbSS), que afecta de 60 a
70 % de las personas con drepanocitosis.

Debido a la mutacién en el gen de la B-globina, se producen moléculas de hemoglobina anémalas con un motivo
hidréfobo que queda expuesto cuando esta en un estado desoxigenado [véase, p. €j., Eaton y col. (1990) Adv Protein
Chem, 40: 63-279; Steinberg, MH (1999) N Engl J Med 340(13): 1021-1030 y Ballas y col. (1992) Blood, 79(8): 2154-
63]. Una vez expuestas, las cadenas de las moléculas de hemoglobina individuales polimerizan, lo que da como
resultado lesién en la membrana de los glébulos rojos y deshidratacién celular. La lesion de la membrana se pone de
manifiesto, en parte, por una redistribucion de los lipidos de la membrana que conduce a la expresion de fosfatidilserina
en la cara exterior de la membrana de los eritrocitos [véase, p. €j., (2002) Blood 99 (5): 1564-1571]. La fosfatidilserina
externalizada favorece la adhesién tanto a macréfagos como a células endoteliales activadas, lo que contribuye a la
(vaso)oclusion vascular. Por tanto, en estados de oxigeno bajo, la hemoglobina del glébulo rojo precipita en cristales
largos que provocan que se alargue, cambiando morfolégicamente a un glébulo rojo “falciforme”. Tanto el genotipo
como la magnitud y el grado de desoxigenacién contribuyen a la gravedad de la polimerizacion de hemoglobina. Se
ha demostrado que la presencia de hemoglobina fetal reduce proporcionalmente la cantidad de polimeros de
hemoglobina patolégicos y protege de crisis vasooclusivas.

La mayoria de los pacientes con drepanocitosis padecen episodios dolorosos denominados crisis de dolor. Una crisis
de dolor por drepanocitosis se refiere a dolor agudo relacionado con la falciformacion que dura al menos 1 hora (p. €j.,
al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 10 horas) y opcionalmente requiere terapia de tratamiento del dolor tal como, por ejemplo,
administracion de uno o mas agentes narcéticos y/o antinflamatorios no esteroideos. Una crisis de dolor tipicamente
da como resultado la admisién del paciente en un centro médico para recibir terapia de tratamiento del dolor. El dolor
agudo en pacientes con drepanocitosis generalmente es de naturaleza isquémica y puede ser consecuencia de la
oclusion de lechos microvasculares. Los datos clinicos indican que algunos pacientes con drepanocitosis tienen de
tres a diez episodios de crisis de dolor al afio. En muchos pacientes, un episodio de crisis de dolor se resolvera
tipicamente en aproximadamente una semana. En algunos casos, los episodios graves pueden persistir durante varias
semanas o incluso meses. El tratamiento del dolor en la drepanocitosis a menudo requiere la administracion de uno o
mas analgésicos opioides (p. €j., hidromorfona, meperidina, etc.), farmacos antinflamatorios no esteroideos (por
ejemplo, ketorolaco trometamina) y corticosteroides. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes
antagonistas de ActRII de la descripcidn, opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o
mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea) para tratar o impedir crisis de dolor en un paciente con
drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripciéon
(por ejemplo, un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF,
etc.), opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la
drepanocitosis, para reducir la frecuencia de tratamiento del dolor (p. €j., tratamiento con uno o mas narcéticos,
farmacos antinflamatorios no esteroideos y/o corticosteroides) en un paciente con drepanocitosis. En algunos
aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para reducir la cantidad de
dosis de uno o mas agentes para el tratamiento del dolor (p. €j., narcéticos, antinflamatorios no esteroideos y/o
corticosteroides) en un paciente con drepanocitosis.

Los pacientes con SCD que reciben transfusiones frecuentes de glébulos rojos o sangre entera son propensos a
desarrollar sobrecarga de hierro transfusional, lo que puede explicar en parte por qué se asocia la dependencia de
transfusiones en la SCD a una probabilidad reducida de supervivencia. No obstante, el uso de terapia de quelacion de
hierro en pacientes con SCD dependientes de transfusiones sigue siendo controvertido, porque los datos
retrospectivos y de registro sugieren que los pacientes tratados con quelacion de hierro pueden vivir mas que los
pacientes no tratados con quelacidon de hierro, aunque no hay datos de ensayos prospectivos aleatorizados que
demuestren el beneficio en la morbilidad o mortalidad de la quelacion y los agentes actualmente aprobados no son
convenientes (deferroxamina) o son costosos y mal tolerados por muchos pacientes (deferasirox). Por consiguiente,
se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un
polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un
activador del receptor de EPO y/o una o més terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea) para reducir la
frecuencia de las transfusiones de sangre o reducir la dosis de la terapia de quelacién en pacientes con SCD.
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En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. €j., un antagonista
de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente
combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales, para reducir el contenido de
hierro en el higado y/o impedir o revertir una complicacion hepatica de la sobrecarga de hierro, lo que incluye, p. €j.,
agrandamiento del higado (hepatomegalia), fibrosis hepatica (aumento de tejido cicatricial) y cirrosis (cicatrizacién
amplia). En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (por ejemplo,
un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, efc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales para impedir o
revertir una complicacién endocrina de la sobrecarga de hierro, lo que incluye, por ejemplo, diabetes sacarina.

Las crisis vasooclusivas son una de las caracteristicas clinicas distintivas de la drepanocitosis. Véase, p. ej., Rees y
col. (2010) Lancet, 376: 2018-2031. La hipoxia, la acidosis, el estrés inflamatorio y la activacién de las células
endoteliales favorecen la compresion de eritrocitos y leucocitos falciformes polimerizados y rigidos en los vasos
pequefios. Los glébulos rojos falciformes obstruyen los capilares y restringen el flujo sanguineo al érgano, lo que
conduce a isquemia, dolor, necrosis tisular y lesién a diversos 6rganos. Esto puede provocar obstruccién vascular, lo
que conduce a isquemia tisular. Aunque la polimerizacién y la lesidn incipiente a la membrana son inicialmente
reversibles, los episodios de falciformacion repetidos conducen a eritrocitos irreversiblemente falciformes, que pueden
afectar a un abanico de sistemas organicos y conducir a la muerte. En algunos aspectos, se pueden usar uno 0 mas
agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién, opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes y/o
tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir crisis vasooclusivas en un paciente
con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcién,
opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis,
para tratar o impedir la vasooclusion en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o
mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion, opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes y/o
tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una complicacion de la vasooclusion
en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII
de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una
trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias
adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir el dolor por vasooclusion en un paciente con
drepanocitosis.

Al igual que las complicaciones vasooclusivas, la anemia hemolitica conduce a morbilidad significativa en pacientes
con drepanocitosis. Véase, p. €j., Pakbaz y col. (2014) Hematol Oncol Clin N Am 28: 355-374; Kassim y col. (2013)
Annu Rev Med 64: 451-466. Mdltiples factores contribuyen a la anemia crénica en la drepanocitosis. A medida que los
eritrocitos se deforman, se crean anticuerpos contra los antigenos expuestos, lo que conduce a destruccion de
eritrocitos aumentada, con una vida promedio de 17 dias en lugar de 110 a 120 dias. La liberacion de hemoglobina
durante la hemolisis inhibe la transduccion de sefales del 6xido nitrico, lo que conduce a disfuncion de las células
endoteliales y contribuye a un estado de hipercoagulabilidad. La hemodlisis crénica contribuye a la anemia, junto con
un mecanismo compensador de eritrocitos defectuoso provocado por carencias de hormonas y vitaminas. La
nefropatia progresiva es comun en la drepanocitosis, o que conduce a eritropoyetina reducida y, por tanto,
estimulacion defectuosa de la eritropoyesis. La carencia de folato y hierro es comun debido a la demanda superior de
produccion de eritrocitos y a las pérdidas urinarias de hierro aumentadas. Todos estos factores contribuyen a la anemia
cronica en pacientes con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de
ActRII de la descripcidn, opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios,
para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir la anemia en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos,
se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (por ejemplo, un antagonista de GDF-
ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados
con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para
tratar o impedir una complicacién de la anemia en un paciente con drepanocitosis.

La anemia aguda, que puede ser grave y potencialmente mortal, se asocia a una tasa de mortalidad de 10 % a 15 %
en pacientes con drepanocitosis. En general, los episodios graves se precipitan por tres causas principales: crisis de
secuestro esplénico, crisis aplasicas o crisis hiperhemoliticas [véase, p. €j., Ballas y col. (2010) Am J Hematol, 85: 6-
13].

Las crisis de secuestro esplénico se producen como resultado de la vasooclusién de eritrocitos en el bazo, donde un
agrupamiento de eritrocitos provoca su rapido agrandamiento. Como tal, hay una reducciéon de la hemoglobina
circulante (p. ej., una disminucion de 2 g/dL) y del volumen circulante efectivo, lo que puede conducir a shock
hipovolémico. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion,
opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis,
para tratar o impedir crisis de secuestro esplénico en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden
usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién, opcionalmente en combinacién con uno o mas
agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir el secuestro esplénico
de glébulos rojos en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes
antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. ej., un antagonista de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un
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polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), combinados opcionalmente con un activador del receptor de EPO
y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea) para tratar o impedir la esplenomegalia en un
paciente con drepanocitosis.

Las crisis aplasicas se producen cuando la eritropoyesis es defectuosa. Debido a la sobreproduccién constante de
eritrocitos, una crisis aplasica puede dar como resultado rapidamente anemia grave. Las infecciones, tales como por
parvovirus B19, estreptococos, salmonela y virus de Epstein-Barr, son causas comunes de la detencion transitoria de
la eritropoyesis. Tanto los eritrocitos circulantes como los reticulocitos se reducen durante las crisis aplasicas. En
algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion, opcionalmente en
combinaciéon con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o
impedir crisis aplasicas en un paciente con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes
antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un
polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO
y/o una o mas terapias adicionales (p. ej., tratamiento con hidroxiurea) para tratar o impedir la anemia aplasica en un
paciente con drepanocitosis.

La hiperhemdlisis se produce cuando hay una exacerbacién repentina de la anemia con reticulocitosis, sin signos de
secuestro esplénico. Se han documentado crisis hiperhemoliticas en pacientes con multiples transfusiones o en
pacientes que reciben terapia con inmunoglobulina intravenosa. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas
agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién, opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes y/o
tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir crisis hiperhemoliticas en un paciente
con drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcién,
opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis,
para tratar o impedir la anemia hiperhemolitica en un paciente con drepanocitosis.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion cardiaca de la drepanocitosis. Tipicamente, la anemia cronica en la drepanocitosis provoca un gasto
cardiaco aumentado compensatorio. Esto, a su vez, conduce a cardiomegalia e hipertrofia ventricular izquierda con
disfuncion ventricular izquierda. Véase, p. ej., Adebayo y col. (2002) Niger J Med, 11: 145-152; Sachdev y col. (2007)
J Am Coll Cardiol, 49: 472-279 y Zilberman y col. (2007) Am J Hematol 82: 433-438. Se puede producir infarto agudo
de miocardio, incluso sin coronariopatia y, por tanto, esta infradiagnosticado en la drepanocitosis [véase, p. €j., Pannu
y col. (2008) Crit Pathw Cardio, 7: 133-138]. Las arritmias cardiacas y la insuficiencia cardiaca congestiva también se
han relacionado con la muerte prematura en pacientes con drepanocitosis [véase, p. €j., Fitzhugh y col. (2010) Am J
Hematol 85: 36-40]. En algunos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. ej.,
tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir una o mas complicaciones cardiacas de la drepanocitosis que
incluyen, p. ej., gasto cardiaco aumentado, cardiomegalia, cardiomiopatia, hipertrofia ventricular izquierda, infarto
agudo de miocardio, arritmia e insuficiencia cardiaca congestiva.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacién pulmonar de la drepanocitosis. La drepanocitosis a menudo da como resultado complicaciones
pulmonares tanto agudas como crénicas [véase, p. €j., Rucknagel, DL (2001) Pediatr Pathol MOI Med, 20: 137-154;
Haynes y col. (1986) Am J Med 80: 833-840]. Las complicaciones agudas pueden incluir infeccién, embolia pulmonar
por trombos, infarto de médula ésea y embolia grasa. Se puede producir disfuncion pulmonar debido al dolor local de
los infartos costales y esternales, lo que conduce a hipoventilacion y atelectasia con hipoxemia. Las complicaciones
cronicas incluyen enfermedad pulmonar falciforme crénica e hipertension pulmonar. El sindrome toracico agudo (ACS)
es exclusivo de personas con drepanocitosis y se define por un infilirado pulmonar nuevo que implica al menos un
segmento pulmonar completo, dolor toracico y temperatura superior a 38,5 °C, junto con taquipnea, sibilancia o tos
[véase, p. €j., Vichinsky y col. (2000) N Engl J Med, 342: 1855-1865]. El desarrollo de infarto pulmonar, embolia grasa
e infecciones pueden contribuir al ACS, y la infeccidn es una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
con ACS.

La hipertension pulmonar es actualmente una causa principal de morbilidad y mortalidad en la drepanocitosis. Véase,
p. €j., De Castro y col. (2008) Am J Hematol, 83: 19-25; Gladwin y col. (2004) N Engl J Med 350: 886-895. La
hipertension pulmonar se ha documentado en 32 % de los adultos con drepanocitosis y esta relacionada con crisis
vasooclusivas y hemolisis [véase, p. ej., Machado y col. (2010) Chest, 137 (Supl. 6): 30S-38S]. Se cree que la
hemoglobina exenta de células de la hemdlisis reduce el éxido nitrico, un vasodilatador pulmonar, lo que contribuye a
la vasooclusion [véase, p. €j., Wood y col. (2008) Free Radic Biol Med 44: 1506-1528]. En algunos aspectos, se pueden
usar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA,
un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de
EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. ej., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir una o mas
complicaciones pulmonares de la drepanocitosis que incluyen, p. ej., embolia grasa o de médula dsea, edema
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pulmonar, enfermedad pulmonar falciforme, hipertensiéon pulmonar, tromboembolismo y sindrome toracico agudo.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno 0 mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion hepatica de la drepanocitosis. La patologia hepéatica es comun en la drepanocitosis, observandose
hepatomegalia en ~90 % de los casos de autopsia [véase, p. €]., Bauer y col. (1980) Am J med 69: 833-837; Mills y
col. (1988) Arch Pathol Lab Med 112: 290-294]. Los efectos de la drepanocitosis en el higado incluyen falciformacion
intrasinusoidal con dilatacién sinusoidal proximal, hiperplasia de células de Kupffer con eritrofagocitosis y
hemosiderosis. También se han descrito necrosis focal, nédulos regenerativos y cirrosis en las necropsias. La
vasooclusién puede conducir a obstruccién sinusoidal e isquemia, lo que da como resultado crisis hepaticas agudas
por drepanocitosis. De manera similar al secuestro esplénico, los eritrocitos pueden ser secuestrados en el higado, lo
que conduce a anemia aguda [véase, p. €j., Lee y col. (1996) Postgrad Med J 72: 487-488]. El secuestro hepatico
también puede conducir a colestasis intrahepatica [véase, p. €., Shao y col. (1995) Am J Gastroenterol 90: 2045-
2050]. La isquemia en los hepatocitos por episodios de falciformacion también conduce a dilatacion de los eritrocitos
y colestasis intracanalicular. Algunas terapias usadas para tratar la drepanocitosis también contribuyen a la patologia
hepatica. Por ejemplo, las transfusiones frecuentes conducen a deposicion de hierro aumentada en las células de
Kupffer (que puede conducir a sobrecarga de hierro) y aumentan el riesgo de infeccién por enfermedades de
transmisién sanguinea tales como la hepatitis virica. En algunos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de
ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB,
una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias
adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir una o mas complicaciones hepaticas de la
drepanocitosis que incluyen, p. €j., insuficiencia hepatica, hepatomegalia, secuestro hepatico, colestasis intrahepatica,
colelitiasis y sobrecarga de hierro.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno o mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion esplénica de la drepanocitosis. El secuestro esplénico, como se comentd anteriormente, se produce
como resultado de la vasooclusién de los eritrocitos en el bazo. Las exacerbaciones agudas dan como resultado
esplenomegalia y ocasionalmente infarto esplénico. Mas habitualmente, el secuestro esplénico subclinico puede
conducir a la pérdida gradual de la funcion esplénica, lo que conduce a hipoesplenia y asplenia funcionales. Esto, a
su vez, puede conducir a una susceptibilidad aumentada a la sepsis como resultado de bacterias encapsuladas. En
algunos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-
ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados
con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para
tratar o impedir una o mas complicaciones esplénicas de la drepanocitosis que incluyen, p. €j., secuestro esplénico
agudo o crénico, esplenomegalia, hipoesplenia, asplenia e infarto esplénico.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno 0 mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion renal de la drepanocitosis. Aproximadamente doce por ciento de las personas con drepanocitosis
desarrollan insuficiencia renal [véase, p. €j., Powars y col. (2205) Medicine 84: 363-376; Scheinman, JI (2009) Nat Clin
Pract Nephrol 5: 78-88]. La vasooclusién en los capilares rectos conduce a infarto microtrombotico y extravasacion de
eritrocitos a la médula renal. La sangre se vuelve mas viscosa en la médula renal debido a la tensién de oxigeno baja,
el pH bajo y la osmolalidad alta y, si es grave, puede contribuir a isquemia, infarto y necrosis papilar. La isquemia
glomerular repetida conduce a glomeruloesclerosis. Las consecuencias clinicas de la lesién isquémica incluyen
hematuria, proteinuria, capacidad de concentracién reducida, acidosis tubular renal, funcién tubular proximal anémala,
insuficiencia renal aguda y crénica e infecciones de las vias urinarias. En algunos aspectos, se pueden usar agentes
antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un
polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO
y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir una 0 mas complicaciones
renales de la drepanocitosis que incluyen, p. €j., insuficiencia renal aguda y/o crénica, pielonefritis y carcinoma medular
renal.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno 0 mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion 6sea y/o articular de la drepanocitosis. Las complicaciones dseas y articulares son una complicacion
comun en pacientes con drepanocitosis [ver, p. €j., Hernigou y col. (1991) J Bone Join Surg Am, 73: 81-92]. El dolor
de los huesos pequefios de las manos y los pies, dactilitis, se produce con frecuencia en lactantes con drepanocitosis.
Las consecuencias a largo plazo de la vasooclusion en la médula ésea incluyen infartos, necrosis y, en ultima instancia,
cambios degenerativos. Debido a la hipoesplenia, las infecciones bacterianas son mas comunes en la drepanocitosis.
El hueso y la médula ésea infartados son sitios habituales de infeccion, que conduce a osteomielitis y artritis séptica.
La osteonecrosis, 0 necrosis avascular, se produce después de un infarto con hueso y médula dsea. Los infartos son
mas comunes en huesos largos tales como el humero, la tibia y el fémur. El soporte de peso crénico provoca estrés
en las cabezas femorales anémalas y conduce a destruccion progresiva de las articulaciones y artritis. En algunos
aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un
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polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un
activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales. (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o
impedir una o mas complicaciones éseas y/o articulares de la drepanocitosis que incluyen, p. €j., infarto, necrosis,
osteomielitis, artritis séptica, osteonecrosis y osteopenia.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno 0 mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion neuroldgica de la drepanocitosis. Aproximadamente 25 por ciento de las personas con drepanocitosis se
ven afectadas por lesion neuroldgica [véase, p. €j., Ohene-Frempong y col. (1998) Blood, 91: 288-294; Verduzco y col.
(2009) Blood 114: 5117-5125]. Las lesiones pueden ser agudas o cronicas. Los accidentes cerebrovasculares son
mas comunes en adultos, pero dependen del genotipo. Una persona con HbSS tiene el riesgo cerebrovascular
maximo, con un 24 por ciento de probabilidad de sufrir un accidente cerebrovascular clinico sobre los 45 afios. Los
accidentes cerebrovasculares isquémicos son mas comunes en nifios menores de 9 afios, mientras que los accidentes
cerebrovasculares hemorragicos son mas comunes en adultos. Los accidentes cerebrovasculares isquémicos se
producen debido a la oclusién de arterias intracraneales grandes, lo que conduce a isquemia. La isquemia es
secundaria a la oclusion de vasos mas pequefios por los eritrocitos rigidos, agravada por anemia crénica, un estado
de hipercoagulabilidad y lesién hemodinamica relacionada con el flujo al endotelio arterial, lo que aumenta
adicionalmente la probabilidad de adhesion de los eritrocitos. Por el contrario, los accidentes cerebrovasculares
hemorragicos se pueden producir en los espacios intraventricular, intraparenquimatoso y subaracnoideo [véase, p. €j.,
Anson y col. (1991) J Neurosurg, 75: 552-558]. La hemorragia intraventricular puede estar asociada a rotura de
aneurismas de la arteria cerebral anterior o a extensién directa de la hemorragia intraparenquimatosa al ventriculo
lateral o el tercer ventriculo. En algunos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion
(p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j.,
tratamiento con hidroxiurea), para tratar o impedir una 0 mas complicaciones neuroldgicas de la drepanocitosis que
incluyen, p.e€j., aneurisma, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia intraparenquimatosa, hemorragia
subaracnoidea y hemorragia intraventricular.

En ciertos aspectos, se pueden usar agentes antagonistas de ActRII de la descripcion, opcionalmente en combinacion
con uno 0 mas agentes y/o tratamientos complementarios para tratar la drepanocitosis, para tratar o impedir una
complicacion oftalmica de la drepanocitosis. Las complicaciones oculares en la drepanocitosis afectan principalmente
a la retina [véase, p. ej., Downes y col. (2005) Oftalmologia, 112: 1869-1875; Fadugbagbe y col. (2010) Ann Trop
Paediatr 30: 19-26]. Como resultado de las crisis vasooclusivas, se produce isquemia retiniana periférica. Los vasos
sanguineos nuevos (formaciones en forma de abanico de mar) se forman principalmente cerca de los cruces
arteriovenosos y se conocen como retinopatia falciforme proliferativa. Estos vasos nuevos pueden sangrar faciimente,
lo que provoca desprendimientos de retina por traccion y, en ultima instancia, ceguera. Los cambios retinianos no
proliferativos también son mas comunes en la drepanocitosis. En algunos aspectos, se pueden usar agentes
antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un
polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO
y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea), para tratar o prevenir una o mas complicaciones
oftalmicas de la drepanocitosis que incluyen, p. €j., isquemia retiniana periférica, retinopatia falciforme proliferativa,
hemorragia vitrea, desprendimiento de retina y cambios retinianos no proliferativos.

En ciertos aspectos, se pueden administrar agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién a un sujeto que lo
necesita en combinaciéon con uno o mas agentes adicionales (p. €j., hidroxiurea, un antagonista de la EPO, EPO, un
analgésico opioide, un farmaco antinflamatorio no esteroideo, un corticosteroide, un agente quelante de hierro) o
tratamientos complementarios (p. €j., transfusién de gldbulos rojos) para tratar la drepanocitosis 0 una o mas
complicaciones de la drepanocitosis.

La base del tratamiento para la mayoria de pacientes con drepanocitosis es el tratamiento complementario. Las
opciones de tratamiento actuales para pacientes con drepanocitosis incluyen antibiéticos, tratamiento del dolor, fluidos
intravenosos, transfusion de sangre, cirugia y compuestos tales como hidroxiurea.

La hidroxiurea (p. ej. Droxia®) es un farmaco aprobado para el tratamiento de la drepanocitosis. La hidroxiurea es un
farmaco citotoxico de fase S y se usa para terapia a largo plazo. Se cree que aumenta los niveles de hemoglobina F,
lo que impide la formacién de polimeros S y la falciformacion de los gldbulos rojos. También se cree que aumenta la
produccién de NO. Un ensayo multicéntrico de hidroxiurea en adultos con drepanocitosis demostré que la hidroxiurea
reducia la incidencia de episodios dolorosos a practicamente la mitad. Sin embargo, actualmente, la hidroxiurea se
usa solo en pacientes que padecen complicaciones graves de la drepanocitosis y que son capaces de seguir las
pautas posoldgicas diarias. La creencia general es que la terapia con hidroxiurea es efectiva solo si se administra en
un entorno estructurado con un potencial alto de cumplimiento terapéutico. Desafortunadamente, muchos pacientes
con drepanocitosis son resistentes a la hidroxiurea. En algunos aspectos, las composiciones para uso de la presente
descripcién son para tratar la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y comprenden un antagonista de ActRIl de
la descripcion para uso en combinacion con hidroxiurea. En algunos aspectos, los procedimientos de la presente
descripcion se refieren a composiciones para uso en el tratamiento o la prevencion de una o mas complicaciones de
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la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y comprenden un antagonista de ActRIl de la descripcion para uso en
combinacién con hidroxiurea.

En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcidn (p. €j., un antagonista
de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, anticuerpo, etc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j.,
tratamiento con hidroxiurea), en combinacion con transfusion de globulos rojos o sangre entera para tratar la anemia
en pacientes con drepanocitosis 0 una o0 mas complicaciones de la drepanocitosis. En pacientes que reciben
transfusiones frecuentes de sangre entera o glébulos rojos, los mecanismos normales de homeostasis del hierro se
pueden ver sobrecargados, lo que en ultima instancia conduce a acumulacién toxica y potencialmente fatal de hierro
en tejidos vitales tales como el corazon, el higado y las glandulas endocrinas. Las transfusiones regulares de glébulos
rojos requieren exposicion a diversas unidades de sangre de donantes y, por tanto, suponen un riesgo superior de
aloinmunizacion. Las dificultades con el acceso vascular, la disponibilidad y el cumplimiento terapéutico de la quelacion
de hierro y el coste alto son algunas de las razones por las que puede ser beneficioso limitar el nUmero de transfusiones
de glébulos rojos. En algunos aspectos, las composiciones para uso de la presente descripcion se refieren a
composiciones para uso en el tratamiento de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y comprenden un
antagonista de ActRlIl de la descripcidn para uso en combinacién con una o mas transfusiones de células sanguineas.
En algunos aspectos, las composiciones para uso de la presente descripcion son para uso en el tratamiento o la
prevencién de una o mas complicaciones de la drepanocitosis en un sujeto que lo necesita y comprenden un
antagonista de ActRII de la descripcién para uso en combinacién con una o mas transfusiones de glébulos rojos. En
algunos aspectos, el tratamiento con uno o mas antagonistas de ActRIl de la descripcion es efectivo para reducir la
necesidad de transfusidon en un paciente con drepanocitosis, p. ej., reduce la frecuencia y/o cantidad de transfusion
de sangre necesaria para tratar con efectividad la drepanocitosis 0 una o mas complicaciones de la drepanocitosis.

En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. €j., un antagonista
de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente
combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j., tratamiento con
hidroxiurea), en combinacién con una o mas moléculas quelantes de hierro para favorecer la excrecion de hierro en la
orina y/o las heces e impedir o revertir de ese modo la sobrecarga tisular de hierro en pacientes con SCD. Los agentes
quelantes de hierro efectivos deben ser capaces de unir y neutralizar selectivamente el hierro férrico, la forma oxidada
del hierro no unida a transferrina que probablemente explica la mayor parte de la toxicidad del hierro a través de la
produccién catalitica de radicales hidroxilo y productos de la oxidacién [véase, p. ej., Espésito y col. (2003) Blood
102:2670-2677]. Estos agentes son estructuralmente diversos, pero todos poseen atomos donantes de oxigeno o
nitrégeno capaces de formar complejos de coordinacion octaédrica neutralizantes con atomos de hierro individuales
en estequiometrias de 1:1 (agentes hexadentados), 2:1 (tridentados) o 3:1 (bidentados) [Kalinowski y col. (2005)
Pharmacol Rev 57:547-583]. En general, los agentes quelantes de hierro efectivos también tienen un peso molecular
relativamente bajo (p. ej., inferior a 700 daltons), con solubilidad tanto en agua como en lipidos para permitir el acceso
a los tejidos afectados. Los ejemplos especificos de moléculas quelantes de hierro incluyen deferoxamina (también
conocida como desferrioxamina B, desferoxamina B, DFO-B, DFOA, DFB o desferal), un agente hexadentado de
origen bacteriano que requiere administracion parenteral diaria, y los agentes sintéticos activos por via oral deferiprone
(bidentado; también conocido como Ferriprox™) vy deferasirox (tridentado; también conocido como bis-
hidroxifeniltriazol, ICL670 o Exjade™). La politerapia que consiste en la administracion en el mismo dia de dos agentes
quelantes de hierro se presenta prometedora en pacientes resistentes a la monoterapia de quelacién y también para
superar los problemas de cumplimiento terapéutico deficiente del paciente con la deferoxamina sola [Cao y col. (2011)
Pediatr Rep 3(2):e17 y Galanello y col. (2010) Ann NY Acad Sci 1202:79-86].

Como se describe en esta solicitud, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRlIl de la descripcion (p. €j.,
un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales (p. €j.,
tratamiento con hidroxiurea) para aumentar los niveles de glébulos rojos, hemoglobina o reticulocitos en individuos
sanos y poblaciones de pacientes seleccionadas. Los ejemplos de poblaciones de pacientes apropiadas incluyen
aquellas con niveles de gldbulos rojos o hemoglobina indeseablemente bajos, tales como pacientes con anemia o
drepanocitosis, y aquellas con riesgo de desarrollar niveles indeseablemente bajos de gldbulos rojos y hemoglobina,
tales como pacientes que estan a punto de someterse a cirugia mayor u otros procedimientos que pueden dar como
resultado una pérdida sustancial de sangre. En algunos aspectos, un paciente con niveles adecuados de glébulos
rojos se trata con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl para aumentar los niveles de glébulos rojos vy, a
continuacion, se le extrae sangre y se almacena para uso posterior en transfusiones.

Se pueden usar uno 0 mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un
polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un
activador del receptor de EPO y/o uno o mas tratamientos complementarios adicionales (p. ej., tratamiento con
hidroxiurea), para aumentar los niveles de gldbulos rojos, los niveles de hemoglobina y/o los niveles de hematocrito
en un paciente que tiene anemia (p. €j., un paciente con drepanocitosis). Al observar los niveles de hemoglobina y/o
hematocrito en seres humanos, un nivel inferior al normal para la categoria de edad y sexo apropiada puede ser
indicativo de anemia, aunque se tienen en cuenta variaciones individuales. Por ejemplo, un nivel de hemoglobina de
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10-12,5 g/dl, y tipicamente de aproximadamente 11,0 g/dl, se considera que esta dentro del intervalo normal en adultos
sanos, aunque, en términos de terapia, un nivel objetivo inferior puede provocar menos efectos secundarios
cardiovasculares. Véase, p. €j., Jacobs y col. (2000) Nephrol Dial Transplant 15, 15-19. Alternativamente, los niveles
de hematocrito (porcentaje del volumen de una muestra de sangre ocupado por las células) se pueden usar como una
medida de anemia. Los niveles de hematocrito para individuos sanos varian de aproximadamente 41-51 % para
hombres adultos y de 35-45 % para mujeres adultas. En ciertos aspectos, se puede tratar a un paciente con una pauta
posoldgica destinada a restaurar al paciente a un nivel objetivo de gldbulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito. Como
los niveles de hemoglobina y hematocrito varian de persona a persona, éptimamente, el nivel de hemoglobina y/o
hematocrito objetivo se puede individualizar para cada paciente.

A menudo se observa anemia en pacientes que tienen una lesién tisular, una infeccién y/o una enfermedad croénica,
particularmente cancer. En algunos sujetos, la anemia se distingue por niveles de eritropoyetina bajos y/o una
respuesta inadecuada a la eritropoyetina en la médula ésea. Véase, p. ej., Adamson, 2008, Harrison's Principles of
Internal Medicine, 172 ed.; McGraw Hill, Nueva York, paginas 628-634. Las causas potenciales de anemia incluyen,
por ejemplo, pérdida de sangre, carencias nutricionales (p. €j., ingesta nutricional reducida de proteina), reaccién a la
medicacion, diversos problemas asociados a la médula ésea y muchas enfermedades. Mas particularmente, la anemia
se ha asociado a un abanico de enfermedades y afecciones que incluyen, por ejemplo, trasplante de médula dsea;
tumores solidos (p. €j., cancer de mama, cancer de pulmén y cancer de colon); tumores del sistema linfatico (p. €j.,
leucemia linfocitica crénica, linfoma no hodgkiniano y linfoma de Hodgkin); tumores del sistema hematopoyético (p. €;j.,
leucemia, un sindrome mielodisplasico y mieloma multiple); radioterapia; quimioterapia (p. €j., pautas que contienen
platino); enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias, que incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, otras
artritis inflamatorias, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedades cutaneas agudas o crénicas (p. €j., psoriasis),
enfermedad inflamatoria intestinal (p. ej., enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa); nefropatia o insuficiencia renal
aguda o crénica, que incluye afecciones idiopaticas o congénitas; hepatopatia aguda o crénica; hemorragia aguda o
cronica; situaciones en las que no es posible la transfusién de glébulos rojos debido a alo- o autoanticuerpos del
paciente y/o por razones religiosas (p. €j., algunos testigos de Jehova); infecciones (p. €j., malaria y osteomielitis);
hemoglobinopatias, que incluyen, por ejemplo, drepanocitosis (anemia), talasemias; uso o abuso de drogas (p. €j.,
abuso de alcohol); pacientes pediatricos con anemia por cualquier causa para evitar transfusiones; pacientes ancianos;
y pacientes con enfermedad cardiopulmonar y anemia subyacentes que no pueden recibir transfusiones debido a
problemas de sobrecarga circulatoria. Véase, p. ej., Adamson (2008) Harrison's Principles of Internal Medicine, 172
ed.; McGraw Hill, Nueva York, paginas 628-634. En algunos aspectos, se pueden usar uno 0 mas agentes antagonistas
de ActRII de la descripcion (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB,
una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias
adicionales (p. €j., tratamiento con hidroxiurea) para tratar o impedir la anemia asociada a uno o mas de los trastornos
o las afecciones descritos en esta solicitud.

Muchos factores pueden contribuir a la anemia relacionada con el cancer. Algunos estan asociados al propio proceso
de enfermedad y a la generacién de citocinas inflamatorias, tales como interleucina-1, interferén-gamma y factor de
necrosis tumoral [Bron y col. (2001) Semin Oncol 28 (Supl. 8):1-6]. Entre sus efectos, la inflamacion induce el péptido
regulador de hierro clave, la hepcidina, inhibiendo de ese modo la exportacion de hierro desde los macréfagos y
limitando generalmente la disponibilidad de hierro para la eritropoyesis [véase, p. €j., Ganz (2007) J Am Soc Nephrol
18:394-400]. La pérdida de sangre a través de diversas vias también puede contribuir a la anemia relacionada con el
cancer. La prevalencia de la anemia debida a la progresion del cancer varia con el tipo de cancer, que varia desde
5% en el cancer de prostata hasta 90 % en el mieloma mudltiple. La anemia relacionada con el cancer tiene
consecuencias graves para los pacientes, que incluyen cansancio y calidad de vida reducida, eficacia del tratamiento
reducida y mortalidad aumentada. En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRlII
de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una
trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO, para tratar o impedir una
anemia relacionada con el cancer.

Una anemia hipoproliferativa puede ser consecuencia de una disfuncién o insuficiencia primarias de la médula 6sea.
Las anemias hipoproliferativas incluyen: anemia por enfermedad cronica, anemia por nefropatia, anemia asociada a
estados hipometabdlicos y anemia asociada a cancer. En cada uno de estos tipos, los niveles de eritropoyetina
enddgena son inapropiadamente bajos para el grado de anemia observado. Otras anemias hipoproliferativas incluyen:
anemia ferropénica incipiente y anemia provocada por lesiéon en la médula 6sea. En estos tipos, los niveles de
eritropoyetina endégena son apropiadamente elevados para el grado de anemia observado. Los ejemplos destacados
serian mielosupresion provocada por farmacos contra el cancer y/o quimioterapicos o por radioterapia contra el cancer.
Un analisis amplio de los ensayos clinicos encontré que se puede producir la anemia leve se puede producir en 100 %
de los pacientes después de la quimioterapia, mientras que la anemia mas grave se puede producir en hasta 80 % de
tales pacientes [véase, p. €j., Groopman y col. (1999) J Natl Cancer Inst 91:1616-1634]. Los farmacos mielosupresores
incluyen, por ejemplo: 1) agentes alquilantes tales como mostazas nitrogenadas (p.ej., melfalan) y nitrosoureas (p.ej.,
estreptozocina); 2) antimetabolitos tales como antagonistas del acido félico (p.ej., metotrexato), analogos de la purina
(p.€j., tioguanina) y analogos de la pirimidina (p.ej., gemcitabina); 3) antibidticos citotdxicos, tales como antraciclinas
(p-€j., doxorrubicina); 4) inhibidores de cinasas (p.ej., gefitinib); 5) inhibidores mitéticos tales como taxanos (p.€j.,
paclitaxel) y alcaloides de la vinca (p.egj., vinorelbina); 6) anticuerpos monoclonales (p.gj., rituximab) e 7) inhibidores
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de topoisomerasas (p.ej., topotecan y etopodsido). Ademas, las afecciones que son consecuencia de una tasa
hipometabdlica pueden producir una anemia hipoproliferativa de leve a moderada. Entre tales afecciones estan los
estados de carencia endocrina. Por ejemplo, se puede producir anemia en la enfermedad de Addison, el hipotiroidismo,
el hiperparatiroidismo o en machos castrados o tratados con estrogeno. En algunos aspectos, se pueden usar uno o
mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA,
un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de
EPO, para tratar o impedir una anemia hiperproliferativa.

La nefropatia crénica en ocasiones esta asociada a anemia hipoproliferativa, y el grado de la anemia varia en cuanto
a su gravedad con el nivel de insuficiencia renal. Tal anemia se debe principalmente a la produccién inadecuada de
eritropoyetina y a la supervivencia reducida de los glébulos rojos. Normalmente, la nefropatia crénica avanza
gradualmente a lo largo de un periodo de afios o décadas a enfermedad terminal (estadio 5), momento en el que se
requiere didlisis o trasplante de rifién para la supervivencia del paciente. La anemia a menudo se desarrolla de forma
precoz en este proceso y empeora a medida que progresa la enfermedad. Las consecuencias clinicas de la anemia
por nefropatia estan bien documentadas e incluyen desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda, funcién cognitiva
deficiente, calidad de vida reducida y funcion inmunitaria alterada [véase, p. €j., Levin y col. (1999) Am J Kidney Dis
27:347-354; Nissenson (1992) Am J Kidney Dis 20 (Supl 1):21-24; Revicki y col. (1995) Am J Kidney Dis 25:548-554;
Gafter y col., (1994) Kidney Int 45:224-231]. En algunos aspectos, se pueden uno 0 mas agentes antagonistas de
ActRII de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB,
una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO, para tratar o impedir la
anemia asociada a insuficiencia o nefropatia agudas o crénicas.

La anemia como consecuencia de pérdida aguda de sangre de un volumen suficiente, tal como por un traumatismo o
una hemorragia posparto, se conoce como anemia poshemorragica aguda. La pérdida aguda de sangre provoca
inicialmente hipovolemia sin anemia, ya que no hay reduccion proporcional de los RBC junto con otros componentes
de la sangre. Sin embargo, la hipovolemia desencadenara rapidamente mecanismos fisioldgicos que desvian el liquido
del compartimento extravascular al vascular, lo que da como resultado hemodilucién y anemia. La pérdida de sangre,
si es crénica, reduce gradualmente las reservas de hierro corporal y, en ultima instancia, conduce a carencia de hierro.
En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. ej., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), para tratar
la anemia como consecuencia de la pérdida aguda de sangre.

La anemia ferropénica es la etapa final de una progresion gradual de la carencia creciente de hierro, que incluye
balance negativo de hierro y eritropoyesis ferropénica como etapas intermedias. La carencia de hierro puede ser
consecuencia de la demanda de hierro aumentada, ingesta de hierro reducida o pérdida de hierro aumentada, como
se ejemplifica en afecciones tales como embarazo, dieta inadecuada, absorcion intestinal insuficiente, inflamacion
aguda o cronica y pérdida de sangre aguda o crénica. Con anemia de leve a moderada de este tipo, la médula ésea
sigue siendo hipoproliferativa y la morfologia de los RBC es en gran medida normal; sin embargo, incluso la anemia
leve puede dar como resultado algunos RBC hipocrémicos microciticos, y la transicion a anemia ferropénica grave va
acompafiada de hiperproliferacion de la médula ésea y RBC microciticos e hipocromicos cada vez mas prevalentes
[véase, p. €j.., Adamson (2008) Harrison's Principles of Internal Medicine, 172 ed.; McGraw Hill, Nueva York, paginas
628-634]. La terapia apropiada para la anemia ferropénica depende de su causa y gravedad, con los preparados orales
de hierro, las formulaciones parenterales de hierro y la transfusion de RBC como opciones convencionales principales.
En algunos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.),
opcionalmente combinados con un activador del receptor de EPO, para tratar una carencia cronica de hierro.

El sindrome mielodisplasico (MDS) es un conjunto heterogéneo de afecciones hematoldgicas caracterizadas por
produccion inefectiva de células sanguineas mieloides y riesgo de transformacion a leucemia mielégena aguda. En
los pacientes con MDS, las células madre sanguineas no maduran para convertirse en glébulos rojos, glébulos blancos
o plaquetas sanos. Los trastornos de MDS incluyen anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos anillados,
anemia refractaria con exceso de blastos, anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion, citopenia
refractaria con displasia multilinaje y sindrome mielodisplasico asociado a una anomalia aislada del cromosoma 5q.
Como estos trastornos se presentan como defectos irreversibles tanto en la cantidad como en la calidad de las células
hematopoyéticas, la mayoria de los pacientes con MDS padecen anemia crénica. Por lo tanto, los pacientes con MDS
requieren en ultima instancia transfusiones de sangre y/o tratamiento con factores de crecimiento (p. €j., eritropoyetina
0 G-CSF) para aumentar los niveles de glébulos rojos. Sin embargo, muchos pacientes con MDS desarrollan efectos
secundarios debido a la frecuencia de tales terapias. Por ejemplo, los pacientes que reciben transfusiones de glébulos
rojos frecuentes pueden presentar lesiones en los tejidos y érganos debido a la acumulacién de hierro adicional. Por
consiguiente, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista de
GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente
combinados con un activador del receptor de EPO, para tratar pacientes que padecen MDS. En ciertos aspectos, los
pacientes que padecen MDS se pueden tratar usando uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion
(p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.),
opcionalmente en combinacion con un activador del receptor de EPO. En otros aspectos, un paciente que padece
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MDS se puede tratar usando una combinaciéon de uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. €j.,
un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) y uno
0 mas agentes terapéuticos adicionales para tratar el MDS que incluyen, por ejemplo, talidomida, lenalidomida,
azacitadina, decitabina, eritropoyetinas, deferoxamina, globulina antitimocitica y filgrastrim (G-CSF).

Como se emplea en esta solicitud, “en combinacién con” o “administracion conjunta” se refiere a cualquier forma de
administracion de tal manera que las terapias adicionales (p. €j., segunda, tercera, cuarta, etc.) siguen siendo efectivas
en el cuerpo (p. €j., multiples compuestos son efectivos simultaneamente en el paciente, lo que puede incluir efectos
sinérgicos de esos compuestos). La eficacia puede no correlacionarse con la concentracion mensurable del agente
en sangre, suero o plasma. Por ejemplo, los diferentes compuestos terapéuticos se pueden administrar en la misma
formulacion o en formulaciones independientes, concomitante o secuencialmente, y en diferentes programas. Por
tanto, un individuo que recibe tal tratamiento se puede beneficiar de un efecto combinado de diferentes terapias. Se
pueden administrar uno o mas agentes antagonistas de GDF11 y/o activina B (opcionalmente antagonistas adicionales
de uno o mas de GDF8, activina A, activina C, activina E y BMP6) de la descripcidon simultdaneamente con, antes o
después de, uno o mas de otros agentes adicionales o tratamientos complementarios distintos. En general, cada
agente se administrara en una dosis y/o con una programacion determinados para ese agente particular. La
combinacién particular que se va a emplear en una pauta tendra en cuenta la compatibilidad del antagonista de la
presente descripcion con la terapia y/o el efecto terapéutico deseado que se va a conseguir.

En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista
de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) en combinacion con
hepcidina o un agonista de la hepcidina para tratar la drepanocitosis, particularmente complicaciones de la
drepanocitosis asociadas a sobrecarga de hierro. Un polipéptido circulante producido principalmente en el higado, la
hepcidina, se considera un regulador maestro del metabolismo del hierro en virtud de su capacidad para inducir la
degradacion de la ferroportina, una proteina exportadora de hierro ubicada en los enterocitos, hepatocitos y
macrofagos absorbentes. En términos generales, la hepcidina reduce la disponibilidad de hierro extracelular, por lo
que los agonistas de la hepcidina pueden ser beneficiosos en el tratamiento de la drepanocitosis, particularmente de
complicaciones de la drepanocitosis asociadas a sobrecarga de hierro.

Uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de
ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente combinados con un activador del receptor
de la EPO, también serian apropiados para tratar anemias por maduracién desordenada de los RBC, que se
caracterizan en parte por RBC de tamafio inferior (microciticos), de tamafio superior (macrociticos), deformes o de
color anémalo (hipocréomicos).

En ciertos aspectos, la presente descripcidn proporciona composiciones para uso en el tratamiento o la prevencion de
anemia en un individuo que lo necesita que comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas agentes
antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un
polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) para uso en combinacién con un activador del receptor de EPO
(ESA). En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. ej., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) en
combinacién con ESA para reducir la dosis requerida de estos activadores en pacientes que son susceptibles a efectos
adversos de los ESA. Estos procedimientos se pueden usar para tratamientos terapéuticos y profilacticos de un
paciente.

Se pueden usar uno 0 mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién (por ejemplo, un antagonista de GDF-
ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) en combinacion con activadores
del receptor de EPO para conseguir un aumento de glébulos rojos, particularmente en intervalos de dosis inferiores.
Esto puede ser beneficioso para reducir los efectos inespecificos y riesgos conocidos asociados a dosis altas de
activadores del receptor de EPO. Los efectos adversos principales de los ESA incluyen, por ejemplo, un aumento
excesivo de los niveles de hematocrito o hemoglobina y policitemia. Los niveles de hematocrito elevados pueden
conducir a hipertensiéon (mas particularmente a agravamiento de la hipertension) y trombosis vascular. Otros efectos
adversos de los ESA que se han descrito, algunos de los cuales se relacionan con la hipertensién, son cefalea,
sindrome seudogripal, obstruccion de derivaciones, infartos de miocardio y convulsiones cerebrales debidas a
trombosis, encefalopatia hipertensiva y aplasia de glébulos rojos. Véase, p. ej., Singibarti (1994) J. Clin Investig 72
(supl. 6), S36-S43; Horl y col. (2000) Nephrol Dial Transplant 15 (supl. 4), 51-56; Delanty y col. (1997) Neurology 49,
686-689 y Bunn (2002) N Engl J Med 346 (7), 522-523).

Siempre que los antagonistas de la presente descripcion actien mediante un mecanismo diferente a los ESA, estos
antagonistas pueden ser Utiles para aumentar los niveles de gldbulos rojos y hemoglobina en pacientes que no
responden bien a los ESA. Por ejemplo, un antagonista de ActRIl de la presente descripcion puede ser beneficioso
para un paciente en el que la administracién de una dosis de normal a aumentada (>300 Ul/kg/semana) de ESA no
da como resultado el aumento del nivel de hemoglobina hasta el nivel objetivo. Se encuentran pacientes con una
respuesta inadecuada a los ESA para todos los tipos de anemia, pero los nimeros mas altos de pacientes que no
responden al tratamiento se han observado a menudo particularmente en pacientes con cancer y nefropatia terminal.
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Una respuesta inadecuada a los ESA puede ser constitutiva (observada tras el primer tratamiento con ESA) o adquirida
(observada tras el tratamiento repetido con ESA).

En ciertos aspectos, se pueden usar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcidn (p. €j., un antagonista
de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.), opcionalmente
combinados con un activador del receptor de EPO y/o una o mas terapias adicionales, en combinacién con hepcidina,
un analogo de la hepcidina o un activador del receptor de hepcidina para tratar pacientes con SCD, particularmente
para complicaciones asociadas a sobrecarga de hierro. Un polipéptido circulante producido principalmente en el
higado, la hepcidina, se considera un regulador maestro del metabolismo del hierro en virtud de su capacidad para
inducir la degradacion de la ferroportina, una proteina exportadora de hierro ubicada en los enterocitos, hepatocitos y
macréfagos absorbentes. En términos generales, la hepcidina reduce la disponibilidad de hierro extracelular, por lo
que la hepcidina, los analogos de la hepcidina o los activadores del receptor de hepcidina pueden ser beneficiosos en
el tratamiento de pacientes con SCD, particularmente para complicaciones asociadas a sobrecarga de hierro.

En ciertos aspectos, la presente descripcion proporciona procedimientos para tratar a un paciente que ha sido tratado
con, o es candidato para ser tratado con, uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) midiendo
uno o mas parametros hematoldgicos en el paciente. Los parametros hematoldgicos se pueden usar para evaluar la
dosis apropiada para un paciente que es candidato para ser tratado con el antagonista de la presente descripcion,
para supervisar los parametros hematoldgicos durante el tratamiento, para evaluar si se debe ajustar la dosis durante
el tratamiento con uno o mas antagonistas de la descripcion y/o para evaluar una dosis de mantenimiento apropiada
de uno o mas antagonistas de la descripcion. Si uno o mas de los parametros hematoldgicos estan fuera del nivel
normal, la administracion de uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (p. €j., un antagonista de
GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) se puede reducir, retrasar
o cancelar.

Los parametros hematolégicos que se pueden medir segun los procedimientos proporcionados en esta solicitud
incluyen, por ejemplo, los niveles de globulos rojos, la tension arterial, las reservas de hierro y otros agentes
encontrados en los fluidos corporales que se correlacionan con niveles de glébulos rojos aumentados, usando
procedimientos reconocidos en la técnica. Tales parametros se pueden determinar usando una muestra de sangre de
un paciente. Los aumentos en los niveles de glébulos rojos, niveles de hemoglobina o niveles de hematocrito pueden
provocar aumentos en la tension arterial.

En un aspecto, si uno o0 mas parametros hematolégicos estan fuera del intervalo normal, o en la parte alta del intervalo
normal, en un paciente que es candidato para ser tratado con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la
descripcion (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa
de GDF, etc.), entonces, el inicio de la administracion del uno o mas antagonistas de la descripcion se puede retrasar
hasta que los parametros hematolégicos hayan vuelto a un nivel normal o aceptable, de forma natural o por
intervencion terapéutica. Por ejemplo, si un paciente candidato es hipertenso o prehipertenso, entonces el paciente se
puede tratar con un agente hipotensor con el fin de reducir la tension arterial del paciente. Se puede usar cualquier
agente hipotensor apropiado para la afeccién individual del paciente, lo que incluye, por ejemplo, diuréticos, inhibidores
adrenérgicos (que incluyen alfabloqueadores y betabloqueadores), vasodilatadores, bloqueadores de los canales de
calcio, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) o bloqueadores del receptor de angiotensina .
La tensidn arterial se puede tratar alternativamente usando una pauta de dieta y ejercicio. Similarmente, si un paciente
candidato tiene reservas de hierro inferiores a las normales, o en la parte baja de los valores normales, entonces, el
paciente se puede tratar con una pauta apropiada de dieta y/o suplementos de hierro hasta que las reservas de hierro
del paciente hayan vuelto a un nivel normal o aceptable. Para pacientes que tienen niveles superiores a los normales
de gldbulos rojos y/o hemoglobina, la administracion de uno o mas antagonistas de la descripcién se puede retrasar
hasta que los niveles hayan vuelto a un nivel normal o aceptable.

En ciertas realizaciones, si uno o mas parametros hematoldgicos estan fuera del intervalo normal, o en la parte alta
del intervalo normal, en un paciente que es candidato para ser tratado con uno o mas agentes antagonistas de ActRII
de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una
trampa de GDF, etc.), el inicio de la administracion no se puede retrasar. Sin embargo, la cantidad o frecuencia de
administracion de dosis del uno o mas antagonistas de la descripcion se puede ajustar a una cantidad que reduciria
el riesgo de un aumento inaceptable de los parametros hematolégicos después de la administracion del uno o mas
antagonistas de la descripcion. Alternativamente, se puede desarrollar una pauta terapéutica para el paciente que
combina uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcidon (p. €., un antagonista de GDF-ActRII, un
polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) con un agente terapéutico que corrige el
nivel indeseable del parametro hematoldgico. Por ejemplo, si el paciente tiene hipertension arterial, se puede disefiar
una pauta terapéutica que implica la administracion de uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion
(p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.)
y un agente hipotensor. Para un paciente que tiene reservas de hierro inferiores a las deseadas, se puede desarrollar
una pauta terapéutica que implica uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion (por ejemplo, un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) y aporte
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complementario de hierro.

En un aspecto, se pueden establecer uno o mas parametros de referencia de uno o mas parametros hematolégicos
para un paciente que es candidato para ser tratado con uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion
(p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.)
y una pauta posologica apropiada para ese paciente en funcion del uno o mas valores de referencia. Alternativamente,
los parametros de referencia establecidos en funcion de los antecedentes de un paciente se podrian usar para informar
de una pauta posolégica de antagonista apropiada para un paciente. Por ejemplo, si un paciente sano tiene una lectura
de tensidn arterial de referencia establecida que esta por encima del intervalo normal definido, puede no ser necesario
llevar la tension arterial del paciente al intervalo que se considera normal para la poblacién general antes del
tratamiento con el uno o mas antagonistas de la descripcion. Los valores de referencia de un paciente para uno o mas
parametros hematoldgicos antes del tratamiento con uno o mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcion
(p. €j., un antagonista de GDF-ActRIl, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.)
también se pueden usar como valores comparativos relevantes para supervisar cualquier cambio en los parametros
hematoldgicos durante el tratamiento con el uno o mas antagonistas de la descripcion.

En ciertos aspectos, se miden uno o mas parametros hematoldgicos en pacientes que estan siendo tratados con uno
0 mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcidn (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de
ActRIIA, un polipéptido ActRIIB, una trampa GDF, etc.). Los parametros hematoldgicos se pueden usar para supervisar
al paciente durante el tratamiento y permiten el ajuste o la finalizacion de la administraciéon del uno o mas antagonistas
de la descripcion o de la administracion adicional de otro agente terapéutico. Por ejemplo, si la administracién de uno
0 mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de
ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) da como resultado un aumento de la tension arterial, el
nivel de glébulos rojos o el nivel de hemoglobina, o una reduccién de las reservas de hierro, entonces, la dosis del uno
0 mas antagonistas de la descripcion se puede reducir en cantidad o frecuencia con el fin de reducir los efectos del
uno o mas antagonistas de la descripcidon sobre el uno o mas parametros hematolégicos. Si la administracion de uno
0 mas agentes antagonistas de ActRIl de la descripcién (p. ej., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de
ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) da lugar a un cambio en uno o mas parametros
hematoldgicos que es adverso para el paciente, entonces, la administracion del uno o mas antagonistas de la
descripcién se puede finalizar temporalmente, hasta que el uno o mas parametros hematolégicos vuelvan a un nivel
aceptable, o permanentemente. Similarmente, si uno 0 mas parametros hematoldgicos no son llevados a un intervalo
aceptable después de reducir la dosis o frecuencia de administracion del uno o mas antagonistas de la descripcion,
entonces, la administracion se puede finalizar. Como alternativa, o ademas de, reducir o finalizar la administracién del
uno o mas antagonistas de la descripcidn, se puede administrar al paciente un agente terapéutico adicional que corrige
el nivel indeseable del uno o mas parametros hematoldgicos, tal como, por ejemplo, un agente hipotensor o un
suplemento de hierro. Por ejemplo, si un paciente que esta siendo tratado con uno o mas agentes antagonistas de
ActRII de la descripcion (p. €j., un antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB,
una trampa de GDF, etc.) tiene hipertensién arterial, entonces, la administracién del uno o mas antagonistas de la
descripcién puede continuar al mismo nivel y se afiade un agente hipotensor a la pauta terapéutica, la administracion
del uno 0 mas antagonistas de la descripcién se puede reducir (p. €j., en cantidad y/o frecuencia) y se afiade un agente
hipotensor a la pauta posoldgica, o se puede finalizar la administracion del uno o mas antagonistas de la descripcion
y tratar al paciente con un agente hipotensor.

6 Composiciones farmacéuticas

En ciertos aspectos, se pueden administrar uno o mas agentes antagonistas de ActRII de la descripcion (p. €j., un
antagonista de GDF-ActRII, un polipéptido de ActRIIA, un polipéptido de ActRIIB, una trampa de GDF, etc.) solos o
como un componente de una formulacion farmacéutica (también denominada composicion terapéutica o composicion
farmacéutica). El término formulacion farmacéutica se refiere a un preparado que es de tal forma que permite que la
actividad bioldgica de un principio activo (p. €j., un agente de la presente descripcion) contenido en el mismo sea
efectiva y que no contiene componentes adicionales que sean inaceptablemente téxico para un sujeto al que se le
administraria la formulacién. Los compuestos objetivo se pueden formular para administracion de cualquier manera
conveniente para uso en medicina humana o veterinaria. Por ejemplo, uno o mas agentes de la presente descripcion
se pueden formular con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable se
refiere a un ingrediente de una formulacion farmacéutica, distinto de un principio activo, que generalmente no es téxico
para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se limita a, un tampodn, excipiente,
estabilizante y/o conservante. En general, las formulaciones farmacéuticas para uso en la presente descripcion estan
en una forma exenta de pirdgenos fisioldgicamente aceptable cuando se administran a un sujeto. Los agentes
terapéuticamente Utiles distintos de los descritos en esta solicitud, que se pueden incluir opcionalmente en la
formulacion como se describié anteriormente, se pueden administrar en combinacién con los agentes objetivo en las
composiciones para uso de la presente descripcion.

Tipicamente, los compuestos se administraran por via parenteral [p. ej., mediante inyeccién intravenosa (i.v.),
inyeccion intraarterial, inyeccion intradsea, inyeccion intramuscular, inyeccion intratecal, inyeccién subcutanea o
inyeccion intradérmica]. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral pueden
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comprender uno o mas agentes de la descripcidon en combinacion con una o mas soluciones, dispersiones,
suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas isotdnicas y farmacéuticamente aceptables, o con polvos estériles
que se pueden reconstituir para proporcionar soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes del uso. Las
soluciones o dispersiones inyectables pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, agentes de
suspensioén, agentes espesantes o solutos que hacen la formulacion isoténica con la sangre del receptor previsto. Los
ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas
de la descripcion incluyen agua, etanol, polioles (p. €j., glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, etc.), aceites vegetales
(p. €j., aceite de oliva), ésteres organicos inyectables (p. €j., oleato de etilo) y mezclas adecuadas de los mismos. La
fluidez correcta se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento (p. €j. lecitina),
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones y mediante el uso de
tensioactivos.

En algunos aspectos, una composicién para uso de la presente descripcion se administra por via sistémica, o local,
desde un implante o dispositivo. Ademas, la composicion farmacéutica se puede encapsular o inyectar en una forma
para administracion a un punto de tejido objetivo (p.ej. médula ésea o musculo). En ciertos aspectos, las
composiciones de la presente descripcion pueden incluir una matriz capaz de administrar uno o mas de los agentes
de la presente descripcion a un punto de tejido objetivo (p. ej., médula ésea o musculo), proporcionando una estructura
para el tejido en desarrollo y 6ptimamente capaz de ser reabsorbida en el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede
proporcionar la liberacidén lenta de uno o mas agentes de la presente descripcién. Tales matrices pueden estar
formadas por materiales actualmente en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion del material de la matriz puede estar basada en uno o mas de: biocompatibilidad, biodegradabilidad,
propiedades mecanicas, aspecto cosmético y propiedades de la interfase. La aplicacion particular de las
composiciones objetivo definira la formulacion apropiada. Las matrices potenciales para las composiciones pueden
ser sulfato de calcio, fosfato tricalcico, hidroxiapatita, acido polilactico y polianhidridos biodegradables y quimicamente
definidos. Otros materiales potenciales son biodegradables y estan biolégicamente bien definidos, lo que incluye, por
ejemplo, el hueso o el coldgeno dérmico. Las matrices adicionales estdn compuestas por proteinas puras o
componentes de la matriz extracelular. Otras matrices potenciales no son biodegradables ni estan quimicamente
definidas, lo que incluye, por ejemplo, hidroxiapatita sinterizada, biovidrio, aluminatos u otros materiales ceramicos.
Las matrices pueden estar compuestas por combinaciones de cualquiera de los tipos de material mencionados
anteriormente, lo que incluye, por ejemplo, acido polilactico e hidroxiapatita o colageno y fosfato tricalcico. Las
bioceramicas pueden estar alteradas en cuanto a la composicion (p. ej., aluminato-fosfato de calcio) y procesarse para
alterar uno o mas de tamafio de poro, tamafio de particula, forma de la particula y biodegradabilidad.

En ciertos aspectos, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion se pueden administrar por via oral,
por ejemplo, en forma de capsulas, obleas, pildoras, comprimidos, grageas (usando una base saborizada, tal como
sucrosa y acacia o tragacanto), polvos, granulos, una solucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso,
una emulsion liquida de aceite en agua o agua en aceite, un elixir o jarabe, o pastillas (usando una base inerte, tal
como gelatina y glicerina o sucrosa y acacia) y/o un enjuague bucal, conteniendo, cada una, una cantidad
predeterminada de un compuesto de la presente descripcion y opcionalmente uno o mas principios activos distintos.
Un compuesto de la presente descripcion y opcionalmente uno o mas principios activos distintos también se pueden
administrar como un bolo, un electuario o una pasta.

En las formas farmacéuticas sélidas para administracion oral (p. €j., capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos
y granulos), se pueden mezclar uno o mas compuestos de la presente descripcién con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables que incluyen, por ejemplo, citrato de sodio o fosfato dicalcico, una carga o un extensor
(p- €j., un almidén, lactosa, sucrosa, glucosa, manitol y acido silicico), un aglutinante (p. ej., carboximetilcelulosa, un
alginato, gelatina, polivinilpirrolidona, sucrosa y acacia), un humectante (p. €j., glicerol), un agente desintegrante (p. €j.,
agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, un silicato y carbonato de sodio), un agente
retardante de la solucioén (p. €j., parafina), un acelerante de la absorcién (p. ej., un compuesto de amonio cuaternario)
un agente humectante (p. €j., alcohol cetilico y monoestearato de glicerol), un absorbente (p. €j., arcilla de caolin y
bentonita), un lubricante (p. ej., un talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos,
laurilsulfato de sodio), un agente colorante y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pastillas,
la formulaciéon (composicion) farmacéutica (composicidon) también puede comprender un agente tamponador. Las
composiciones sdlidas de tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina duras y
blandas usando uno o mas excipientes que incluyen, p. €j., lactosa o un glucido de la leche, asi como un polietilenglicol
de peso molecular alto.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral de la composiciéon farmacéutica incluyen emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del uno o mas
principios activos, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener un diluyente inerte usado habitualmente en la
técnica, lo que incluye, por ejemplo, agua u otro disolvente, un agente solubilizante y/o emulsionante [p. ej., alcohol
etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol o
1,3-butilenglicol), un aceite (p. ej., aceite de semilla de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo),
glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, un polietilenglicol, un éster de acido graso de sorbitano y mezclas de los mismos].
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Ademas de los diluyentes inertes, la formulacién oral también puede incluir un adyuvante, lo que incluye, por ejemplo,
un agente humectante, un agente emulsionante y de suspension, un agente edulcorante, un agente saborizante, un
agente colorante, un perfume, un agente conservante y combinaciones de los mismos.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspensién que incluyen, por
ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietileno sorbitol, un éster de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar, tragacanto y mezclas de los mismos.

La prevencion de la accidon y/o el crecimiento de microorganismos se puede garantizar mediante la inclusién de
diversos agentes antibacterianos y antifiungicos que incluyen, por ejemplo, parabeno, clorobutanol y acido fenol
sérbico.

En ciertos aspectos, puede ser deseable incluir un agente isoténico, lo que incluye, por ejemplo, un gltcido o cloruro
de sodio, en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de una forma farmacéutica inyectable se puede
lograr mediante la inclusién de un agente que retarda la absorcion, lo que incluye, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Se entiende que la pauta posologica sera determinada por el médico responsable del tratamiento considerando
diversos factores que modifican la accion del uno o mas agentes de la presente descripcion. Los diversos factores
incluyen, pero no se limitan a, el recuento de glébulos rojos del paciente, el nivel de hemoglobina, el recuento de
glébulos rojos objetivo deseado, la edad del paciente, el sexo del paciente, la dieta del paciente, la gravedad de
cualquier enfermedad que puede estar contribuyendo a un nivel de globulos rojos deprimido, el momento de
administracion y otros factores clinicos. La adicion de otros agentes activos conocidos a la composicion final también
puede afectar a la dosis. El progreso se puede supervisar mediante la evaluacion periddica de uno o0 mas de los niveles
de glébulos rojos, los niveles de hemoglobina, los niveles de reticulocitos y otros indicadores del proceso
hematopoyético.

En ciertos aspectos, la presente descripcién también proporciona genoterapia para la produccion in vivo de uno o mas
de los agentes de la presente descripcion. Tal terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la introduccién de
las secuencias de agentes en células o tejidos que tienen los trastornos enumerados anteriormente. La administracion
de las secuencias de agentes se puede conseguir, por ejemplo, usando un vector de expresion recombinante tal como
un virus quimérico o un sistema de dispersion coloidal. La administracion terapéutica preferida de una o mas de las
secuencias de agentes de la descripcion es el uso de liposomas dirigidos.

Diversos vectores viricos que se pueden utilizar para genoterapia como se ensefia en esta solicitud incluyen
adenovirus, virus del herpes, vacunas o un virus de ARN (p. €j., un retrovirus). El vector retrovirico puede ser un
derivado de un retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores retroviricos en los que se puede insertar un Unico
gen externo 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 (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Varios
vectores retroviricos adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden transferir o
incorporar un gen para un marcador seleccionable de manera que las células transducidas se puedan identificar y
generar. Los vectores retroviricos se pueden hacer especificos de la diana fijando, por ejemplo, un glucido, un
glucolipido o una proteina. El direccionamiento preferido se logra usando un anticuerpo. Los expertos en la materia
reconoceran que se pueden insertar secuencias de polinucleétidos especificas en el genoma retrovirico o fijar a una
envoltura virica para permitir la administracion especifica a la diana del vector retrovirico que contiene uno o mas de
los agentes de la presente descripcion.

Alternativamente, se pueden transfectar directamente células de cultivo tisular con plasmidos que codifican genes
estructurales retroviricos (gaga, pol y env) mediante transfeccion con fosfato de calcio convencional. Estas células se
transfectan a continuacién con el plasmido vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes liberan el
vector retrovirico en el medio de cultivo.

Otro sistema de administracion dirigida para uno o mas de los agentes de la presente descripcion es un sistema de
dispersion coloidal. Los sistemas de dispersion coloidal incluyen, por ejemplo, complejos de macromoléculas,
nanocéapsulas, microesferas, esferas y sistemas a base de lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas,
micelas mixtas y liposomas. En ciertos aspectos, el sistema coloidal preferido de esta descripcion es un liposoma. Los
liposomas son vesiculas de membrana artificiales que son utiles como vehiculos de administracion in vitro e in vivo.
El ARN, el ADN vy los viriones intactos se pueden encapsular en el interior acuoso y administrar a las células en una
forma biolégicamente activa [véase, p. €j., Fraley, y col. (1981) Trends Biochem. Sci., 6:77]. Los procedimientos para
la transferencia genética eficiente usando un vehiculo liposémico se conocen en la técnica, [véase, p. €]., Mannino y
col. (1988) Biotechniques, 6:682, 1988].e.g.,

La composicion del liposoma normalmente es una combinacion de fosfolipidos, que puede incluir un esteroide (p. €j.,
colesterol). Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza iénica y la presencia de cationes
divalentes. También se pueden usar otros fosfolipidos u otros lipidos, que incluyen, por ejemplo, un compuesto de
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fosfatidilo (p. €j., fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipido, cerebrésido o un
gangliésido), fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina. El direccionamiento de
liposomas también es posible en base a, por ejemplo, la especificidad por érganos, especificidad por células y
especificidad por organulos, y se conoce en la técnica.

EJEMPLIFICACION
La descripcidon que ahora se describe en general, se entendera mas facilmente por referencia a los ejemplos
siguientes, que se incluyen simplemente con fines ilustrativos de ciertas realizaciones y realizaciones de la presente

descripcién y no estan destinados a limitar la descripcion.

Ejemplo 1: Proteinas de fusién ActRlla-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusion de ActRIIA soluble que tiene el dominio extracelular de ActRlla
humano fusionado a un dominio Fc humano o de ratéon con un enlazador minimo intermedio. Las construcciones se
denominan ActRIIA-hFc y ActRIIA-mFc, respectivamente.

ActRIIA-hFc se muestra a continuacién como purificada a partir de estirpes de células CHO (SEQ ID NO: 22):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIL
VKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNP
VTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

Las proteinas ActRIIA-hFc y ActRIIA-mFc se expresaron en estirpes de células CHO.

Se consideraron tres secuencias lider diferentes:

(i) melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 23)
(ii) activador del plasminégeno tisular (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 24)
(iii) natural: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 25).

La forma seleccionada emplea la secuencia lider del TPA y tiene la secuencia de aminoacidos sin procesar siguiente:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAAILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTG
VEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFC
CCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:26)
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Este polipéptido es codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente:

ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGC
AGTCTTCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGT
CTTTTTTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACC
GTGTTATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATT
TCTGGTTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTA
TGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTITGC
TGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTTCTTATTTTCCGGAGATGGAAGTCA
CACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC
TGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTICTT
CCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEQ ID NO:27)

Tanto ActRIIA-hFc como ActRIIA-mFc fueron notablemente susceptibles de expresion recombinante. Como se
muestra en la Figura 3, la proteina se purific6 como un unico pico de proteina bien definido. La secuenciacion
aminoterminal reveld una unica secuencia de -ILGRSETQE (SEQ ID NO: 34). La purificaciéon se podria conseguir
mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por ejemplo, tres 0 mas de los siguientes,
en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A, cromatografia en columna de Q Sepharose,
cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de intercambio
catiénico. La purificacidon se podria completar con filtracion virica e intercambio de tampodn. La proteina ActRIIA-hFc
se purificd a una pureza de >98 % como se determina mediante cromatografia de exclusion molecular y >95 % como
se determina mediante SDS PAGE.

ActRIIA-hFc y ActRIIA-mFc presentaron una afinidad alta por los ligandos, particularmente la activina A. Se
inmovilizaron GDF-11 o activina A en un chip CM5 Biacore™ usando un procedimiento de acoplamiento de amina
estandar. Las proteinas ActRIIA-hFc y ActRIIA-mFc se cargaron en el sistema y se midi6 la union. ActRIIA-hFc se unié
a la activina con una constante de disociacion (Kp) de 5 x 10-'? y se unié al GDF11 con una Kp de 9,96 x 10°. Véase
la Figura 4. ActRIIA-mFc se comporté de manera similar.

La ActRIIA-hFc fue muy estable en los estudios farmacocinéticos. Se administré a las ratas una dosis de 1 mg/kg, 3
mg/kg o 10 mg/kg de proteina ActRIIA-hFc y se midieron los niveles plasmaticos de la proteina a las 24, 48, 72, 144 y
168 horas. En un estudio independiente, las ratas recibieron dosis de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. En ratas, ActRIIA-
hFc tuvo una semivida sérica de 11-14 dias y los niveles circulantes del farmaco fueron bastante altos después de dos
semanas (11 ug/ml, 110 yg/ml o 304 pg/ml para administraciones iniciales de 1 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg,
respectivamente). En macacos cangrejeros, la semivida plasmatica fue sustancialmente superior a 14 dias y los
niveles circulantes del farmaco fueron 25 pg/ml, 304 uyg/ml o 1440 pg/ml para administraciones iniciales de 1 mg/kg,
10 mg/kg o 30 mg/kg, respectivamente.

Ejemplo 2: Caracterizacidon de una proteina ActRIIA-hFc

La proteina de fusion ActRIIA-Fc se expresé en células CHO-DUKX B11 transfectadas establemente a partir de un
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vector pAlD4 (ori/potenciador de SV40, promotor de CMV), usando una secuencia lider de plasmindgeno tisular de
SEQ ID NO: 9. La proteina, purificada como se describié anteriormente en el Ejemplo 1, tenia una secuencia de SEQ
ID NO: 22. La porciéon Fc es una secuencia de Fc de IgG1 humana, como se muestra en la SEQ ID NO: 22. El analisis
proteico revela que la proteina de fusion ActRIIA-hFc se forma como un homodimero con enlaces disulfuro.

El material expresado en células CHO tiene una afinidad superior por el ligando activina B a la descrita para una
proteina de fusion ActRlla-hFc expresada en células 293 humanas [véase, del Re y col. (2004) J Biol Chem.
279(51):53126-53135]. Adicionalmente, el uso de la secuencia lider de TPA proporcioné mayor produccién que otras
secuencias lider y, a diferencia de la ActRIIA-Fc expresada con una secuencia lider natural, proporcioné una secuencia
aminoterminal muy pura. El uso de la secuencia lider natural dio como resultado dos especies principales de ActRIIA-
Fc que tienen, cada una, una secuencia aminoterminal diferente.

Ejemplo 3. ActRIIA-hFc aumenta los niveles de glébulos rojos en primates no humanos

El estudio empled cuatro grupos de cinco monos cangrejeros machos y cinco hembras cada uno, con tres por sexo y
grupo programados para finalizacion el Dia 29, y dos por sexo y grupo programados para finalizacién el Dia 57. A cada
animal se le administré el vehiculo (Grupo 1) o ActRIIA-Fc en dosis de 1, 10 o 30 mg/kg (Grupos 2, 3 y 4,
respectivamente) mediante inyeccion intravenosa (i.v.) los Dias 1, 8, 15y 22. El volumen de las dosis se mantuvo en
3 mL/kg. Se evaluaron varias medidas de niveles de glébulos rojos dos dias antes de la primera administracion y en
los dias 15, 29 y 57 (para los dos animales restantes) después de la primera administracion.

La ActRIIA-hFc provocd aumentos estadisticamente significativos en los parametros medios de los gldbulos rojos
[recuento de glébulos rojos (RBC), hemoglobina (HGB) y hematocrito (HCT)] para machos y hembras, en todos los
niveles de dosis e intervalos temporales a lo largo del estudio, con elevaciones simultaneas de los recuentos absolutos
y relativos de reticulocitos (ARTC; RTC). Véanse las Figuras 5-8.

Se calculd la significacion estadistica para cada grupo de tratamiento con respecto a la media del grupo de tratamiento
en el momento inicial.

Notablemente, los aumentos en los niumeros de globulos rojos y los niveles de hemoglobina son aproximadamente
equivalentes en magnitud a los efectos descritos con la eritropoyetina. La aparicion de estos efectos es mas rapida
con ActRIIA-Fc que con eritropoyetina.

Se observaron resultados similares con ratas y ratones.

Ejemplo 4: ActRIIA-hFc aumenta los niveles de glébulos rojos y los marcadores de formacion ésea en
pacientes humanos

La proteina de fusion ActRIIA-hFc descrita en el Ejemplo 1 se administré a sujetos humanos en un estudio aleatorizado,
con doble ocultacién y controlado con placebo que se realizé para evaluar, principalmente, la seguridad de la proteina
en mujeres posmenopausicas sanas. Se dividieron aleatoriamente cuarenta y ocho sujetos en cohortes de 6 para que
recibieran una dosis unica de ActRIIA-hFc o placebo (5 tratamiento activo:1 placebo). Los niveles de dosis variaron de
0,01 a 3,0 mg/kg por via intravenosa (i.v.) y de 0,03 a 0,1 mg/kg por via subcutanea (s.c.). Todos los sujetos se
sometieron a seguimiento durante 120 dias. Ademas de los analisis farmacocinéticos (FC), la actividad biolégica de
ActRIIA-hFc también se evalué mediante la medicion de marcadores bioquimicos de formacion y resorcion 6sea, asi
como de los niveles de FSH.

Para buscar cambios potenciales, se examinaron pormenorizadamente la hemoglobina y los nimeros de RBC de
todos los sujetos durante el transcurso del estudio y se compararon con los niveles iniciales. Los recuentos de
plaquetas se compararon durante el mismo tiempo que el control. No hubo cambios clinicamente significativos de los
valores iniciales a lo largo del tiempo para los recuentos de plaquetas.

El analisis farmacocinético (FC) de ActRIIA-hFc revel6 un perfil lineal con la dosis y una semivida media de
aproximadamente 25-32 dias. El area bajo la curva (AUC) para ActRIIA-hFc estaba relacionada linealmente con la
dosis y la absorcion después de la administracion s.c. fue esencialmente completa. Véanse las Figuras 9 y 10. Estos
datos indican que la administracion s.c. es una estrategia deseable de administracién porque proporciona
biodisponibilidad y semivida sérica equivalentes para el farmaco a la vez que evita el pico en las concentraciones
séricas de farmaco asociado a los primeros dias de la administracion i.v. (véase la Figura 10). ActRIIA-hFc provoco
un aumento rapido, mantenido y dependiente de la dosis de los niveles séricos de fosfatasa alcalina especifica del
hueso (BAP), que es un marcador del crecimiento 6seo anabdlico, y una reduccion dependiente de la dosis en los
niveles de telopéptido carboxiterminal del colageno tipo 1 y fosfatasa acida resistente a tartratos 5b, que son
marcadores de la resorcién 6sea. Otros marcadores, tales como P1NP, no presentaron resultados concluyentes. Los
niveles de BAP demostraron efectos practicamente saturantes a la dosis maxima de farmaco, lo que indica que los
efectos de concentraciones semimaximas de este biomarcador éseo anabdlico se podrian conseguir a una dosis de
0,3 mg/kg, con aumentos que varian hasta 3 mg/kg. Calculada como una relacién de efecto farmacodinamico a AUC
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para el farmaco, la CE50 fue 51,465 (dia* ng/ml) (véase la Figura 11). Estos cambios en los biomarcadores 6seos se
mantuvieron durante aproximadamente 120 dias a los niveles de dosis maximos ensayados. También hubo una
reduccién dependiente de la dosis de los niveles de FSH séricos compatible con la inhibicién de la activina.

En general, hubo una reduccion muy pequefia no relacionada con el farmaco en la hemoglobina durante la primera
semana del estudio, probablemente relacionada con la extraccion de sangre del estudio en los grupos de 0,01 y 0,03
mg/kg si se administraba por via i.v. 0 s.c. Los resultados de la hemoglobina con dosis s.c. e i.v. de 0,1 mg/kg fueron
estables o presentaron aumentos moderados en el Dia 8-15. En el nivel de dosis i.v. de 0,3 mg/kg, hubo un aumento
claro de los niveles de HGB observados ya en el Dia 2 y a menudo con picos en el Dia 15-29 que no se observaban
en los sujetos tratados con placebo. En la dosis i.v. de 1,0 mg/kg y la dosis i.v. de 3,0 mg/kg, se observaron aumentos
de hemoglobina medios superiores a 1 g/dl en respuesta a la dosis Unica, con aumentos correspondientes en los
recuentos de RBC y el hematocrito. Estos parametros hematol6gicos alcanzaron su punto maximo aproximadamente
60 dias después de la dosis y se redujeron sustancialmente para el dia 120. Esto indica que la administracién con el
fin de aumentar los niveles de gldbulos rojos puede ser mas efectiva si se realiza a intervalos inferiores a 120 dias (es
decir, antes de volver al momento inicial), pudiendo ser deseables intervalos de administracion de 90 dias 0 menos o
de 60 dias o menos. Para consultar un resumen de los cambios hematoldgicos, véanse las Figuras 12-15.

En general, ActRIIA-hFc presenté un efecto dependiente de la dosis sobre los recuentos de glébulos rojos y los
recuentos de reticulocitos.

Ejemplo 5: Tratamiento de un paciente anémico con ActRIIA-hFc

Se disefidé un estudio clinico para tratar pacientes con multiples dosis de ActRIIA-hFc, a tres niveles de dosis de 0,1
mg/kg, 0,3 mg/kg y 1,0 mg/kg, con administracion cada 30 dias. Los sujetos sanos normales del ensayo presentaron
un aumento de la hemoglobina y el hematocrito que es compatible con los aumentos observados en el ensayo clinico
de Fase | descrito en el Ejemplo 4, a excepcion de que, en algunos aspectos, la hemoglobina (Hg) y el hematocrito
(Hct) estan elevados por encima del intervalo normal. Un paciente anémico con niveles de hemoglobina de
aproximadamente 7,5 g/dL también recibié dos dosis al nivel de 1 mg/kg, lo que dio como resultado un nivel de
hemoglobina de aproximadamente 10,5 g/dL después de dos meses. La anemia del paciente era una anemia
microcitica, que se crey6 que era provocada por una carencia cronica de hierro.

Se ha demostrado ademas que las proteinas de fusion ActRIIA-Fc son efectivas para aumentar los niveles de glébulos
rojos en diversos modelos de anemia que incluyen, por ejemplo, anemia inducida por quimioterapia y anemia asociada
a nefropatia crénica (véase, p. €j., la solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2010/0028331).

Ejemplo 6: Proteinas ActRIIA-Fc alternativas

Un abanico de variantes de ActRIIA que se pueden usar segun los procedimientos descritos en esta solicitud se
describen en la solicitud de patente internacional publicada como W0O2006/012627 (véanse, p. €j., las paginas 55-58).
Una construccion alternativa puede tener una eliminacion de la cola carboxiterminal (los 15 aminoacidos finales del
dominio extracelular de ActRIIA). La secuencia para tal construccién se presenta a continuacion (porcion Fc
subrayada) (SEQ ID NO: 28):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQG

CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPA

PELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHODWILNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPRE
POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDG

SFFLYSKLTVDKSRWOOQGNVFSCSYMHEATHNHYTOKSLSLSPGK

Ejemplo 7: Generacién de proteinas de fusién ActRIIB-Fc

Los solicitantes construyeron una proteina de fusion de ActRIIB soluble que tiene el dominio extracelular de ActRIIB
humana fusionado a un dominio Fc humano o de ratéon con un enlazador minimo (tres aminoacidos de glicina)
intermedio. Las construcciones se denominan ActRIIB-hFc y ActRIIB-mFc, respectivamente.
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GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT

APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKAL

PVPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTOQKSLS

LSPGK

ActRIIB-hFc se muestra a continuacién como purificada a partir de estirpes de células CHO (SEQ ID NO: 29):

5
Las proteinas ActRIIB-hFc y ActRIIA-mFc se expresaron en estirpes de células CHO. Se consideraron tres secuencias
lider diferentes:

(i) melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 23)
10 (ii) activador del plasminégeno tisular (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 24)
(iii) natural: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 30).

La forma seleccionada emplea la secuencia lider de TPA y tiene la secuencia de aminoacidos sin procesar siguiente
(SEQ ID NO: 31):
15
MDAMKRGLCCVLLLCGAVEVSPGASGRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCE

GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TIMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVL.DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQO
GNVESCSVMHEATLHNHYTQKSESLSPGK

Este polipéptido es codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente (SEQ ID NO:32):
A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA

GTCTTCGTTT CGCCCGGCGC CTCTGGGCGT GGGGAGGCTG AGACACGGGA
GTGCATCTAC TACAACGCCA ACTGGGAGCT GGAGCGCACC AACCAGAGCG
GCCTGGAGCG CTGCGAAGGC GAGCAGGACA AGCGGCTGCA CTGCTACGCC
TCCTGGCGCA ACAGCTCTGG CACCATCGAG CTCGTGAAGA AGGGCTGCTG
GCTAGATGAC TTCAACTGCT ACGATAGGCA GGAGTGTGTG GCCACTGAGG
AGAACCCCCA GGTGTACTTC TGCTGCTGTG AAGGCAACTT CTGCAACGAG
CGCTTCACTC ATTTGCCAGA GGCTGGGGGC CCGGAAGTCA CGTACGAGCC
ACCCCCGACA GCCCCCACCG GTGGTGGAAC TCACACATGC CCACCGTGCC
CAGCACCTGA ACTCCTGGGG GGACCGTCAG TCTTCCTCTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA CATGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC TGGTACGTGG
ACGGCGTGGA GGTGCATAAT GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC
AACAGCACGT ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG
GCTGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG
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TCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA AGAACCAGGT
CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC
GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC TCACCGTGGA
CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG
AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT
AAATGA

La secuenciacidon aminoterminal del material producido a partir de células CHO revelé una secuencia principal de-
GRGEAE (SEQ ID NO: 33). Notablemente, otras construcciones descritas en la bibliografia comienzan con una
secuencia -SGR....

La purificacion se podria conseguir mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por
ejemplo, tres o mas de las siguientes, en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A, cromatografia en
columna de Q Sepharose, cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion molecular y
cromatografia de intercambio cationico. La purificacion se podria completar con filtracion virica e intercambio de
tampén.

Las proteinas de fusion ActRIIB-Fc también se expresaron en células HEK293 y células COS. Aunque el material de
todas las estirpes celulares y las condiciones de cultivo razonables proporcionaron proteina con actividad de formacién
de musculo in vivo, se observo variabilidad en la potencia relacionada, quizas, con la seleccion de la estirpe celular
y/o las condiciones de cultivo.

Los solicitantes generaron una serie de mutaciones en el dominio extracelular de ActRIIB y produjeron estas proteinas
mutantes como proteinas de fusion solubles entre ActRIIB extracelular y un dominio Fc. La fusion ActRIIB-Fc de base
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 29.

Se introdujeron diversas mutaciones, que incluyen truncamientos amino- y carboxiterminales, en la proteina ActRIIB-
Fc de base. En base a los datos presentados en el Ejemplo 1, se espera que estas construcciones, si se expresan
con una secuencia lider de TPA, carezcan de la serina aminoterminal. Las mutaciones se generaron en el dominio
extracelular de ActRIIB mediante mutagénesis por PCR. Después de la PCR, los fragmentos se purificaron a través
de una columna Qiagen, se digirieron con Sfol y Agel y se purificaron con gel. Estos fragmentos se ligaron al vector
de expresion pAlD4 (véase el documento W02006/012627) de tal manera que, tras la ligadura, se cred una quimera
de fusion con IgG1 humana. Tras la transformacion en DH5 alfa de E. coli, se recogieron las colonias y se aislaron los
ADN. Para las construcciones murinas (mFc), se sustituyé una IgG2a murina por la IgG1 humana. Se verificaron las
secuencias de todos los mutantes.

Todos los mutantes se produjeron en células HEK293T mediante transfeccién transitoria. En resumen, en una
centrifugadora de 500 ml, las células HEK293T se ajustaron a 6 x 10° células/ml en medio Freestyle (Invitrogen) en
un volumen de 250 ml y se hicieron crecer durante la noche. Al dia siguiente, estas células se trataron con complejo
de ADN:PEI (1:1) a concentracion final de ADN de 0,5 ug/ml. Después de 4 horas, se afiadieron 250 ml de medio y
las células se hicieron crecer durante 7 dias. El medio acondicionado se recogié centrifugando las células y se
concentro.

Los mutantes se purificaron usando un abanico de técnicas, que incluyen, por ejemplo, una columna de proteina A, y
se eluyeron con tampdn de glicina de pH bajo (3,0). Después de la neutralizacién, estos se dializaron contra PBS.

También se produjeron mutantes en células CHO mediante metodologia similar. Los mutantes se ensayaron en
ensayos de union y/o bioensayos descritos en los documentos WO 2008/097541 y WO 2006/012627. En algunos
aspectos, los ensayos se realizaron con medio acondicionado en lugar de proteinas purificadas. Las variaciones
adicionales de ActRIIB se describen en la patente de los EE. UU. n.° 7 842 663.

Ejemplo 8. ActRIIB-hFc estimula la eritropoyesis en primates no humanos

Se asignaron monos cangrejeros a siete grupos (6/sexo/grupo) y se les administré ActRIIB(20-134)-hFc como una

inyeccion subcutanea en dosis de 0,6, 3 o 15 mg/kg cada 2 semanas o cada 4 semanas durante un periodo de 9

meses. El grupo de control (6/sexo/grupo) recibié el vehiculo al mismo volumen de dosis (0,5 ml/kg/dosis) que los

animales tratados con ActRIIB(20-134)-hFc. Los animales se examinaron para detectar cambios en los parametros

patolégicos clinicos generales (p. €j., hematologia, bioquimica clinica, coagulacion y analisis de orina). Los parametros
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de hematologia, coagulacién y bioquimica clinica (que incluye los parametros de hierro, lipasa y amilasa) se evaluaron
dos veces antes del inicio de la administraciéon y en los Dias 59, 143, 199, 227 y los Dias 267 (para grupos con
administracion cada 4 semanas) o 281 (para grupos con administracién cada 2 semanas). Las evaluaciones de los
Dias 267/281 se realizaron 2 semanas después de que se administrara la dosis final.

La administracion de ActRIIB(20-134)-hFc dio como resultado cambios no adversos relacionados con la dosis en los
parametros hematolégicos en macacos macho y hembra. Estos cambios incluyeron recuento de gldbulos rojos,
recuento de reticulocitos y ancho de la distribucidon de glébulos rojos aumentados y volumen corpuscular medio,
hemoglobina corpuscular media y recuento de plaquetas reducidos. En los machos, el recuento de RBC aumenté en
todos los niveles de dosis, y la magnitud del aumento fue generalmente comparable si ActRIIB(20-134)-hFc se
administraba cada 2 semanas o cada 4 semanas. El recuento de RBC aumentd en todos los intervalos temporales
entre los Dias 59 y 267/281 (a excepcion de que el recuento de RBC no aumenté en los machos del grupo 2 [0,6
mg/kg cada 2 semanas] en el Dia 281). En las hembras, el recuento de RBC aumenté a 23 mg/kg cada 2 semanas y
los cambios se produjeron entre los Dias 143 y 281; a 15 mg/kg cada 4 semanas, el recuento medio de RBC aumenté
entre los Dias 59 y 267.

Estos efectos son compatibles con un efecto positivo de ActRIIB(20-134)-hFc sobre la estimulacion de la eritropoyesis.

Ejemplo 9. Generaciéon de una trampa de GDF

Los solicitantes construyeron una trampa de GDF como se indica a continuacion. Un polipéptido que tiene un dominio
extracelular de ActRIIB modificado (aminoacidos 20-134 de la SEQ ID NO: 1 con una sustitucién L79D) con unién a la
activina A muy reducida con respecto al GDF11 y/o la miostatina (como consecuencia de una sustitucion leucina a
aspartato en la posicion 79 de la SEQ ID NO: 1) se fusion6 a un dominio Fc de humano o de ratén con un enlazador
minimo (tres aminoacidos de glicina) intermedio. Las construcciones se denominan ActRIIB(L79D 20-134)-hFc y
ActRIIB(L79D 20-134)-mFc, respectivamente. Las formas alternativas con un glutamato en lugar de un aspartato en
la posicion 79 se comportaron de manera similar (L79E). Las formas alternativas con una alanina en lugar de una
valina en la posicidon 226 con respecto a la SEQ ID NO: 36, a continuacion, también se generaron y se comportaron
de forma equivalente en todos los aspectos ensayados. El aspartato en la posicion 79 (con respecto a la SEQ ID NO:
1, o la posicién 60 con respecto a la SEQ ID NO: 36) se indica con subrayado doble a continuacion. La valina en la
posicion 226 con respecto a la SEQ ID NO: 36 también se indica mediante subrayado doble a continuacion.

La trampa de GDF ActRIIB(L79D 20-134)-hFc se muestra a continuacién como purificada a partir de estirpes de células
CHO (SEQ ID NO: 36).

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVETVEHODWILNGKEYKCKVSNKAL
PVPIEKTISKAKGOPREPOVYTILPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGO
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

La porcion derivada de ActRIIB de la trampa de GDF tiene una secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion
(SEQ ID NO: 37), y esa porcién se podria usar como un monémero 0 como una proteina que no es de fusion a Fc
como un mondémero, dimero o un complejo de orden superior.

GRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APT (SEQ ID NO: 37)

La proteina de trampa de GDF se expresé en estirpes de células CHO. Se consideraron tres secuencias lider
diferentes:

(i) melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 23)

(i) activador del plasminégeno tisular (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 24)
(iii) natural: MTAPWVALALLWGSLCAGS (SEQ ID NO: 30).
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La forma seleccionada emplea la secuencia lider del TPA y tiene la secuencia de aminoacidos sin procesar siguiente:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCE
GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKD
TIMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKILTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK (SEQ ID NO:38)

5 Este polipéptido es codificado por la secuencia de acido nucleico siguiente (SEQ ID NO:39):

10

A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA
GTCTTCGTTT CGCCCGGCGC CTCTGGGCGT GGGGAGGCTG AGACACGGGA
GTGCATCTAC TACAACGCCA ACTGGGAGCT GGAGCGCACC AACCAGAGCG
GCCTGGAGCG CTGCGAAGGC GAGCAGGACA AGCGGCTGCA CTGCTACGCC
TCCTGGCGCA ACAGCTCTGG CACCATCGAG CTCGTGAAGA AGGGCTGCTG
GGACGATGAC TTCAACTGCT ACGATAGGCA GGAGTGTGTG GCCACTGAGG
AGAACCCCCA GGTGTACTTC TGCTGCTGTG AAGGCAACTT CTGCAACGAG
CGCTTCACTC ATTTGCCAGA GGCTGGGGGC CCGGAAGTCA CGTACGAGCC
ACCCCCGACA GCCCCCACCG GTGGTGGAAC TCACACATGC CCACCGTGCC
CAGCACCTGA ACTCCTGGGG GGACCGTCAG TCTTCCTCTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA CATGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC TGGTACGTGG
ACGGCGTGGA GGTGCATAAT GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC
AACAGCACGT ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG
GCTGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG
TCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA AGAACCAGGT
CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC
GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC TCACCGTGGA
CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG
AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT
AAATGA

La purificacion se podria conseguir mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por
ejemplo, tres 0 mas de las siguientes, en cualquier orden: cromatografia en columna de proteina A, cromatografia en
columna de Q Sepharose, cromatografia en columna de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion molecular y
cromatografia de intercambio catiénico. La purificacion se podria completar con filtracién virica e intercambio de

15 tampodn. En un ejemplo de un esquema de purificacion, el medio de cultivo celular se hace pasar sobre una columna

de proteina A, se lava en Tris/NaCl 150 mM (PH 8,0), a continuacion, se lava en Tris/NaCl 50 mM (PH 8,0) y se eluye
con glicina 0,1 M, pH 3,0. El eluato de pH bajo se mantiene a temperatura ambiente durante 30 minutos como una
etapa de depuracion virica. El eluato se neutraliza a continuacion y se hace pasar sobre una columna de intercambio
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idnico de Q Sepharose y se lava en Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM y se eluye en Tris 50 mM pH 8,0, con una
concentracion de NaCl entre 150 mM y 300 mM. El eluato se cambia a continuacion a Tris 50 mM pH 8,0, sulfato de
amonio 1,1 M y se hace pasar sobre una columna de fenilsefarosa, se lava y se eluye en Tris 50 mM pH 8,0, con
sulfato de amonio entre 150 y 300 mM. El eluato se dializa y se filtra para su uso.

Las trampas de GDF adicionales (proteinas de fusion ActRIIB-Fc modificadas para reducir la relacion de union a
activina A con respecto a la union a miostatina o GDF11) se describen en los documentos WO 2008/097541 y WO
2006/012627.

Ejemplo 10. Bioensayo para la transduccion de seiales mediada por GDF-11-y activina

Se us6 un ensayo del gen indicador A-204 para evaluar los efectos de proteinas ActRIIB-Fc y trampas de GDF sobre
la transduccion de sefales mediada por GDF-11 y activina A. Estirpe celular: rabdomiosarcoma humano (derivado del
musculo). Vector indicador: pGL3(CAGA)12 (descrito en Dennler y col., 1998, EMBO 17: 3091-3100). El motivo
CAGA12 esta presente en genes sensibles a TGF-beta (p. €j., el gen PAI-1), por lo que este vector es de uso general
para factores que realizan la transduccion de sefales a través de SMAD2 y 3.

Dia 1: dividir células A-204 en placas de 48 pocillos.
Dia 2: células A-204 transfectadas con 10 ug de pGL3(CAGA)12 o pGL3(CAGA)12 (10 ug) + pRLCMV (1 ug) y Fugene.

Dia 3: adicion de factores (diluidos en medio + 0,1 % de BSA). Los inhibidores se deben preincubar con los factores
durante 1 h antes de anadirlos a las células. Seis horas después, las células se enjuagan con PBS y se lisan.

Esto va seguido de un ensayo de luciferasa. En ausencia de inhibidores, la activina A presenté una estimulacion de
10 veces de la expresion del gen indicador y una DE50 de ~2 ng/ml. GDF-11: estimulacién de 16 veces, DE50: ~1,5
ng/ml.

ActRIIB(20-134) es un inhibidor potente de la actividad de la activina A, el GDF-8 y el GDF-11 en este ensayo. Como
se describe a continuacién, también se ensayaron variantes de ActRIIB en este ensayo.

Ejemplo 11. Variantes de ActRIIB-Fc, actividad a base de células

La actividad de las proteinas ActRIIB-Fc y las trampas de GDF se ensayé en un ensayo a base de células como se
describié anteriormente. Los resultados se resumen en la tabla siguiente. Algunas variantes se ensayaron en
diferentes construcciones de truncamiento carboxiterminal. Como se comentd anteriormente, los truncamientos de
cinco o quince aminoacidos provocaron reduccion de la actividad. Las trampas de GDF (variantes L79D y L79E)
presentaron una pérdida sustancial de inhibicion de la activina A, a la vez que conservaron la inhibicion practicamente
de tipo natural del GDF11.

Unién de ActRIIB-Fc soluble a GDF11 y activina A:

Variaciones de Porcién de ActRIIB (corresponde a los Actividad de inhibicién del | Actividad de inhibicién

ActRIIB-Fc aminoacidos de la SEQ ID NO: 1) GDF-11 de la activina
R64 20-134 +++ (aprox. 108 M Ki) +++ (aprox. 108 M Ki)
A64 20-134 + (aprox. 106 M Ki) + (aprox. 10 M K))
R64 20-129 4 Tt
R64 K74A 20-134 HHE ot
R64 A24N 20-134 et +
R64 A24N 20-119 ++ ++
R64 A24N K74A 20-119 + +
R64 L79P 20-134 + +
R64 L79P K74A 20-134 + +
R64 L79D 20-134 +++ +
R64 L79E 20-134 +++ +
R64K 20-134 et +
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Variaciones de Porcion de ActRIIB (corresponde a los Actividad de inhibicién del | Actividad de inhibicién
ActRIIB-Fc aminoacidos de la SEQ ID NO: 1) GDF-11 de la activina
R64K 20-129 +++ +++
R64 P129S 20-134 +++ +++
P130A
R64N 20-134 + +

+ Poca actividad (aproximadamente 1 x 10 K))

++ Actividad moderada (aproximadamente 1 x 107 K))

+++ Actividad buena (de tipo natural) (aproximadamente 1 x 108 K))
++++ Superior a la actividad de tipo natural.

Se han evaluado diversas variantes para determinar la semivida sérica en ratas. ActRIIB(20-134)-Fc tiene una
semivida sérica de aproximadamente 70 horas. ActRIIB(A24N 20-134)-Fc tiene una semivida sérica de
aproximadamente 100-150 horas. La variante A24N tiene una actividad en el ensayo a base de células (anterior) y en
ensayos in vivo (a continuacién) que es equivalente a la molécula de tipo natural. Junto con la semivida mas larga,
esto significa que, a lo largo del tiempo, una variante A24N tendra un efecto superior por unidad de proteina que la
molécula de tipo natural. La variante A24N, y cualquiera de las otras variantes ensayadas anteriormente, se puede
combinar con las moléculas de trampa de GDF, tales como las variantes L79D o L79E.

Ejemplo 12. Unién a GDF-11 y activina A

Se ensayo la union de ciertas proteinas ActRIIB-Fc y trampas de GDF a ligandos en un ensayo BiaCore™.

Las variantes de ActRIIB-Fc o la proteina de tipo natural se capturaron en el sistema usando un anticuerpo anti-hFc.
Los ligandos se inyectaron y fluyeron sobre las proteinas de receptor capturadas. Los resultados se resumen en las
tablas siguientes.

Especificidad de unioén a ligando de variantes de IIB.

GDF11
Proteina Kas (1/Ms) Kdis (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 1,34e-6 1,13e-4 8,42e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc 1,21e-6 6,35e-5 5,19e-11
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 6,7e-5 4,39e-4 6,55e-10
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc 3,8e-5 2,74e-4 7,16e-10
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,77e-5 2,41e-5 3,56e-11
GDF8
Proteina Kas (1/Ms) Kdis (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 3,69e-5 3,45e-5 9,35e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 3,85e-5 8,3e-4 2,15e-9
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc 3,74e-5 9e-4 2,41e-9
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 2,25e-5 4,71e-5 2,1e-10
ActRIIB(R64K 20-129)-hFc 9,74e-4 2,09e-4 2,15e-9
ActRIIB(P129S, P130R 20-134)-hFc 1,08e-5 1,8e-4 1,67e-9
ActRIIB(K74A 20-134)-hFc 2,8e-5 2,03e-5 7,18e-11
Activina A

89



10

ES 2 845 650 T3

GDF11

Proteina Kas (1/Ms) Kdis (1/s) KD (M)
Proteina Kas (1/Ms) Kdis (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 5,94e6 1,59¢e-4 2,68e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc 3,34e6 3,46e-4 1,04e-10
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc Unioén baja
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc Union baja
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,82e6 3,25e-4 4,76e-11
ActRIIB(R64K 20-129)-hFc 7,46€6 6,28e-4 8,41e-11
ActRIIB(P129S, P130R 20-134)-hFc 5,02e6 4,17e-4 8,31e-11

Estos datos obtenidos en un ensayo exento de células confirman los datos del ensayo a base de células, lo que
demuestra que la variante A24N conserva una actividad de unién a ligando que es similar a la de la molécula de
ActRIIB(20-134)-hFc y que la molécula L79D o L79E conserva la uniéon a miostatina y GDF11, pero presenta una unién
a activina A considerablemente reducida (no cuantificable).

Se han generado y ensayado otras variantes, como se describe en el documento WO2006/012627. Véanse, p. €j., las
paginas 59-60, usando ligandos acoplados al dispositivo y receptor de flujo sobre los ligandos acoplados.
Notablemente, K74Y, K74F, K741 (y presumiblemente otras sustituciones hidréfobas en K74, tales como K74L) y D80I
provocan una reduccién en la relacion de unién a activina A a unién a GDF11, con respecto a la molécula K74 de tipo
natural. A continuacion, se reproduce una tabla de datos relativos a estas variantes:

Unién de variantes de ActRIIB-Fc solubles a GDF11 y activina A (Ensayo Biacore™)

ActRIIB ActA GDF11
WT (64A) KD = 1,8e-7 M (+) KD = 2,6e-7 M (+)
WT (64R) na KD = 8,6e-8 M (+++)
+15cola KD ~2,6e-8 M (+++) KD =1,9e-8 M (++++)
E37A * *
R40A - -
D54A - *
K55A ++ *
R56A * *
K74A KD = 4,35e-9 M KD = 5,3e-9 M (+)
K74Y * -
K74F * -
K741 * -
W78A * *
L79A + *
D80OK * *
D80OR * *
D80A * *
D80F * *
D80G * *
D8OM * *
D8ON * *
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ActRIIB ActA GDF11
D80l * -
F82A ++ -

* No se observé unién

-- <1/5 de la unién de WT
-~1/2 de la unién de WT
+WT

++ <unién aumentada 2x

+++ ~unién aumentada 5x
++++ ~union aumentada 10x
+++++ ~union aumentada 40x.

Ejemplo 13: Una trampa de GDF aumenta los niveles de glébulos rojos in vivo

Se asignaron ratones C57BL/6NTac macho de doce semanas de edad a uno de dos grupos de tratamiento (N = 10).
Se administré a los ratones vehiculo o una variante de polipéptido de ActRIIB (“trampa de GDF”) [ActRIIB(L79D 20-
134)-hFc] mediante inyeccion subcutanea (s.c.) a 10 mg/kg dos veces a la semana durante 4 semanas. A la finalizacién
del estudio, se recogié sangre entera mediante puncién cardiaca en tubos que contenian EDTA y se analiz6é para
determinar la distribucién celular usando un analizador de hematologia HM2 (Abaxis, Inc).

Designacion de los grupos
Grupo | N | Ratones Inyeccion Dosis (mg/kg) | Via Frecuencia
1 10 | C57BL/6 PBS 0 s.c. | Dos veces/semana
2 10 | C57BL/6 | Trampa de GDF [ActRIIB(L79D 20-134)-hFc] 10 s.c. | Dos veces/semana

El tratamiento con la trampa de GDF no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre el nimero de glébulos
blancos (WBC) en comparacion con los controles de vehiculo. Los nimeros de glébulos rojos (RBC) aumentaron en
el grupo tratado con respecto a los controles (véase la tabla a continuacion). Tanto el contenido de hemoglobina (HGB)
como el hematocrito (HCT) también aumentaron debido a los glébulos rojos adicionales. La anchura promedio de los
glébulos rojos (RDWc) fue superior en los animales tratados, lo que indica un aumento en el grupo de glébulos rojos
inmaduros. Por lo tanto, el tratamiento con la trampa de GDF conduce a aumentos en los glébulos rojos, sin efectos
distinguibles en las poblaciones de gldbulos blancos.

Resultados de hematologia

RBC 10'2/L HGB (g/dL) HCT (%) RDWc (%)
PBS 10,7 0,1 14,8 + 0,6 448 +0,4 17,0 £ 0,1
Trampa de GDF 12,4 £ 0,4** 17,0 £ 0,7 48,8 + 1,8* 18,4 + 0,2**

*=p<0,05, **=p<0,01

Ejemplo 14: Una trampa de GDF es superior a ActRIIB-Fc para aumentar los niveles de glébulos rojos in vivo

Se asignaron aleatoriamente ratones C57BL/6NTac macho de diecinueve semanas de edad a uno de tres grupos de
tratamiento. Se administré a los ratones vehiculo (solucién salina tamponada con Tris 10 mM, TBS), ActRIIB(20-134)-
mFc de tipo natural o ActRIIB(L79D 20-134)-hFc de trampa de GDF mediante inyeccion subcutanea dos veces a la
semana durante tres semanas. Se recogi6 sangre de la mejilla en el momento inicial y después de tres semanas de
administracion y se analiz6 para determinar la distribucion celular usando un analizador de hematologia (HM2, Abaxis,
Inc.).

El tratamiento con ActRIIB-Fc o la trampa de GDF no tuvo un efecto significativo sobre los nimeros de glébulos blancos
(WBC) en comparacioén con los controles del vehiculo. El recuento de glébulos rojos (RBC), el hematocrito (HCT) y los
niveles de hemoglobina fueron todos elevados en los ratones tratados con trampa de GDF en comparacion con los
controles o la construccién de tipo natural (véase la tabla a continuacién). Por lo tanto, en una comparacion directa, la
trampa de GDF favorece aumentos en los glébulos rojos en un grado significativamente superior a una proteina
ActRIIB-Fc de tipo natural. De hecho, en este experimento, la proteina ActRIIB-Fc de tipo natural no provocé un
aumento estadisticamente significativo en los glébulos rojos, lo que sugiere que se necesitaria una administracion mas
prolongada o en dosis mas altas para poner de manifiesto este efecto.
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Resultados hematolégicos después de tres semanas de administracion

RBC (10'2/ml) HCT (%) HGB (g/dL)
TBS 11,06 + 0,46 46,78 +1,9 15,7 0,7
ActRIIB-mFc 11,64 £ 0,09 49,03+0,3 16,5+ 1,5
Trampa de GDF 13,19 £ 0,2** 53,04 £ 0,8** 18,4 + 0,3*

**=p < 0,01

5 Ejemplo 15: Generacion de una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado

Como se describié en el Ejemplo 9, se generé una trampa de GDF denominada ActRIIB(L79D 20-134)-hFc mediante
fusion aminoterminal de secuencia lider de TPA al dominio extracelular de ActRIIB (residuos 20-134 de la SEQ ID NO:
1) que contiene una sustitucion de leucina a aspartato (en el residuo 79 de la SEQ ID NO: 1) y fusion carboxiterminal

10 de dominio Fc humano con enlazador minimo (tres residuos de glicina) (Figura 16). Una secuencia de nucleétidos que
corresponde a esta proteina de fusion se muestra en la Figura 17.

Se genero una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado, denominada ActRIIB(L79D 25-131)-hFc,
mediante fusion aminoterminal de secuencia lider de TPA al dominio extracelular truncado (residuos 25-131 de la SEQ

15 ID NO: 1) que contiene una sustitucion de leucina a aspartato (en el residuo 79 de la SEQ ID NO: 1) y fusion
carboxiterminal de dominio Fc humano con enlazador minimo (tres residuos de glicina) (Figura 18). Una secuencia de
nucleotidos que corresponde a esta proteina de fusion se muestra en la Figura 19.

Ejemplo 16: Union selectiva a ligando por trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB doblemente
20 truncado

La afinidad de las trampas de GDF y otras proteinas ActRIIB-hFc por varios ligandos se evalu6 con un instrumento

Biacore™ in vitro. Los resultados se resumen en la tabla siguiente. Los valores de Kd se obtuvieron mediante ajuste

de afinidad en situacion de equilibrio debido a la asociacion y disociacion muy rapidas del complejo, lo que impidio la
25 determinacion exacta de kas y Kadis.

Selectividad de ligando de variantes de ActRIIB-hFc:

Construccion de fusion Activina A (Kd e-11) Activina B (Kd e-11) GDF11 (Kd e-11)

ActRIIB(L79 20-134)-hFc 1,6 1,2 3,6
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 1350,0 78,8 12,3
ActRIIB(L79 25-131)-hFc 1,8 1,2 3,1
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc 2290,0 62,1 7.4

30 La trampa de GDF con un dominio extracelular truncado, ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, igual6 o superé la selectividad
de ligando presentada por la variante més larga, ActRIIB(L79D 20-134)-hFc, con pérdida pronunciada de la union a
activina A, pérdida parcial de la unién a activina B y conservacién practicamente total de la union a GDF11 en
comparacion con los equivalentes de ActRIIB-hFc que carecen de la sustituciéon L79D. Cabe sefialar que el
truncamiento solo (sin sustitucion L79D) no alteré la selectividad entre los ligandos mostrados aqui [comparar

35 ActRIIB(L79 25-131)-hFc con ActRIIB(L79 20-134)-hFc].

Ejemplo 17: Generaciéon de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc con secuencias de nucleétidos alternativas

Para generar ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, el dominio extracelular de ActRIIB humano con una sustitucién de aspartato

40 en la posicion natural 79 (SEQ ID NO: 1) y con truncamientos aminoterminales y carboxiterminales (residuos 25-131
de la SEQ ID NO: 1) se fusion6é aminoterminalmente con una secuencia lider de TPA en lugar de la secuencia lider de
ActRIIB natural y carboxiterminalmente con un dominio Fc humano a través de un enlazador minimo (tres residuos de
glicina) (Figura 18). Una secuencia de nucleétidos que codifica esta proteina de fusién se muestra en la Figura 19
(SEQ ID NO: 42), y una secuencia de nucledtidos alternativa que codifica exactamente la misma proteina de fusion se

45 muestra en la Figura 22 (SEQ ID NO: 46). Esta proteina se expreso y se purificd usando la metodologia descrita en el
Ejemplo 9.
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Ejemplo 18: Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta la proliferacion de
progenitores eritroides en ratones

Se evalué ActRIIB(L79D 25-131)-hFc para determinar su efecto sobre la proliferacion de progenitores eritroides. Se
trataron ratones C57BL/6 macho (8 semanas de edad) con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.; n = 6) o vehiculo
(TBS; n =6) en los Dias 1y 4, a continuacion se sometieron a eutanasia en el Dia 8 para la recogida de bazos, tibias,
fémures y sangre. Se aislaron células del bazo y la médula dsea, se diluyeron en medio de Dulbecco modificado de
Iscove que contenia 5 % de suero bovino fetal, se suspendieron en medio a base de metilcelulosa especializado y se
cultivaron durante 2 o 12 dias para evaluar los niveles de progenitores clonogénicos en las etapas de unidades
formadoras de colonias eritroides (CFU-E) y unidades generadoras de explosién eritroide (BFU-E), respectivamente.
El medio a base de metilcelulosa para la determinacion de BFU-E (MethoCult M3434, Stem Cell Technologies) incluia
factor de células madre murinas recombinante, interleucina-3 e interleucina-6, que no estaban presentes en el medio
de metilcelulosa para la determinacion de CFU-E (MethoCult M3334, Stem Cell Technologies), mientras que ambos
medios contenian eritropoyetina, entre otros constituyentes. Tanto para BFU-E como para CFU-E, el numero de
colonias se determind en placas de cultivo por duplicado derivadas de cada muestra de tejido, y el analisis estadistico
de los resultados se baso en el numero de ratones por grupo de tratamiento.

Los cultivos derivados del bazo de ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc tuvieron el doble de colonias CFU-
E que los cultivos correspondientes de ratones de control (p < 0,05), mientras que el numero de colonias BFU-E no
varié significativamente con el tratamiento in vivo. El nimero de colonias CFU-E o BFU-E de los cultivos de médula
Osea tampoco vari6 significativamente con el tratamiento. Como se esperaba, los nimeros aumentados de colonias
CFU-E en cultivos derivados del bazo estuvieron acompafados de cambios muy significativos (p < 0,001) en el nivel
de gldbulos rojos (aumento de 11,6 %), la concentracion de hemoglobina (aumento de 12 %) y el nivel de hematocrito
(aumento de 11,6 %) en el momento de la eutanasia en los ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc en
comparacion con los controles. Estos resultados indican que la administracion in vivo de una trampa de GDF con
dominio extracelular de ActRIIB truncado puede estimular la proliferacion de progenitores eritroides como parte de su
efecto general para aumentar los niveles de glébulos rojos.

Se ha demostrado ademas que las proteinas de fusiéon de trampa de GDF son efectivas para aumentar los niveles de
glébulos rojos en diversos modelos de anemia que incluyen, por ejemplo, anemia inducida por quimioterapia, anemia
inducida por nefrectomia y anemia por pérdida de sangre (véase, p. €j., la solicitud de patente de los EE. UU. n.° WO
2010/019261).

Ejemplo 19: Una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta los niveles de glébulos
rojos en primates no humanos

Se evaluaron dos trampas de GDF, ActRIIB(L79D 20-134)-hFc y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, para determinar su
capacidad “para estimular la produccion de gldbulos rojos en macacos cangrejeros. Los macacos se trataron por via
subcutanea con trampa de GDF (10 mg/kg; n = 4 machos/4 hembras) o vehiculo (n = 2 machos/2 hembras) en los
Dias 1y 8. Se recogieron muestras de sangre en los Dias 1 (valor inicial antes del tratamiento), 3, 8, 15,29y 44, y se
analizaron para determinar los niveles de gldébulos rojos (Figura 24), el hematocrito (Figura 25), los niveles de
hemoglobina (Figura 26) y los niveles de reticulocitos (Figura 27). Los macacos tratados con vehiculo presentaron
niveles reducidos de glébulos rojos, hematocrito y hemoglobina en todos los intervalos temporales posteriores al
tratamiento, un efecto esperado del muestreo de sangre repetido. En cambio, el tratamiento con ActRIIB(L79D 20-
134)-hFc o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc aumentd estos parametros en el primer intervalo temporal posterior al
tratamiento (Dia 3) y los mantuvo a niveles sustancialmente elevados durante toda la duracion del estudio (Figuras
24-26). Es importante destacar que los niveles de reticulocitos en los macacos tratados con ActRIIB(L79D 20-134)-
hFc o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc aumentaron sustancialmente en los Dias 8, 15 y 29 en comparacién con el vehiculo
(Figura 27). Este resultado demuestra que el tratamiento con trampa de GDF aumento6 la produccion de precursores
de glébulos rojos, o que da como resultado niveles elevados de glébulos rojos.

En conjunto, estos datos demuestran que las trampas de GDF truncadas, asi como las variantes de longitud completa,
se pueden usar como antagonistas selectivos del GDF11 y ligandos potencialmente relacionados para aumentar la
formacion de glébulos rojos in vivo.

Ejemplo 20: Trampa de GDF derivada de ActRIIB5

Otros han descrito una forma soluble de ActRIIB alternativa (denominada ActRIIB5), en la que el exdn 4, que incluye
el dominio transmembranario de ActRIIB, se ha sustituido por una secuencia carboxiterminal diferente (véase, p. €j.,
el documento WO 2007/053775).

La secuencia de ActRIIB5 humano natural y sin su secuencia lider es la siguiente:
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GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE (SEQ ID NO:49)

Se puede realizar una sustitucion de leucina a aspartato, u otras sustituciones acidas, en la posicién natural 79
(subrayada) como se describe para construir la variante ActRIIB5(L79D), que tiene la secuencia siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE (SEQ ID NO:50)

Esta variante se puede conectar a un Fc humano (subrayado doble) con un enlazador TGGG (subrayado unico) para
generar una proteina de fusion ActRIIB5(L79D)-hFc humana con la secuencia siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHI PEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHETGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVFL
FPPKPKDTIMISRTPEVT 'DVSHEDPEVKFNWYVD AKTKPREE
STYRVVSVILTVIHODWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLP
PSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEATLHNHYTOQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:51).

Esta construccion se puede expresar en células CHO.

Ejemplo 21: Efectos en ratones de la politerapia con EPO y una trampa de GDF con un dominio extracelular
de ActRIIB truncado

La EPO induce la formacioén de glébulos rojos aumentando la proliferacion de precursores eritroides, mientras que las
trampas de GDF podrian influir potencialmente en la formacion de glébulos rojos de maneras que complementan o
mejoran los efectos de la EPO. Por lo tanto, los solicitantes investigaron el efecto de la politerapia con EPO y
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los parametros eritropoyéticos. Se administré a ratones C57BL/6 macho (9 semanas
de edad) una unica inyeccion i.p. de EPO humana recombinante sola (epoetina alfa, 1800 unidades/kg), ActRIIB(L79D
25-131)-hFc sola (10 mg/kg), tanto EPO como ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, o vehiculo (solucién salina tamponada con
Tris). Los ratones se sometieron a eutanasia 72 h después de la administracién para la recogida de sangre, bazos y
fémures.

Los bazos y fémures se procesaron para obtener células precursoras de eritroides para analisis de citometria de flujo.
Después de la retirada, el bazo se troced en medio de Dulbecco modificado de Iscove que contenia 5 % de suero
bovino fetal y se disocié mecanicamente empujando a través de un separador de células de 70 um con el émbolo de
una jeringa estéril de 1 mL. Se limpiaron los fémures de cualquier musculo o tejido conjuntivo residual y se recortaron
los extremos para permitir la recogida de médula lavando el eje restante con medio de Dulbecco modificado de Iscove
que contenia 5 % de suero fetal bovino a través de una aguja de calibre 21 conectada a una jeringa de 3 mL. Las
suspensiones celulares se centrifugaron (2000 rpm durante 10 min) y los sedimentos celulares se resuspendieron en
PBS que contenia 5 % de suero fetal bovino, Se incubaron células (10°) de cada tejido con IgG antirraton para bloquear
la unién inespecifica, a continuacion se incubaron con anticuerpos marcados fluorescentemente contra marcadores
de ratén de la superficie celular CD71 (receptor de transferrina) y Ter119 (un antigeno asociado a la glicoforina A de
la superficie celular), se lavaron y se analizaron mediante citometria de flujo. Las células muertas de las muestras se
excluyeron del andlisis contratifiendo con yoduro de propidio. La diferenciacion eritroide en el bazo o la médula 6sea
se evalu6 mediante el grado de marcado de CD71, que disminuye durante el transcurso de la diferenciacion, y de
marcado de Ter119, que aumenta durante la diferenciacion eritroide terminal que comienza con la etapa de
proeritroblastos (Socolovsky y col., 2001, Blood 98:3261-3273; Ying y col., 2006, Blood 108:123-133). Por tanto, la
citometria de flujo se uso para determinar el nimero de proeritroblastos (CD712Ter119b3°), eritroblastos basdfilos
(CD713%Ter1192%"),  eritroblastos policromatdfilos + ortocromatofilos (CD71medTer1192%) y  eritroblastos
ortocromatdfilos + reticulocitos tardios (CD7 1% Ter1192°), como se describe.

La politerapia con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc condujo a un aumento sorprendentemente enérgico en los
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glébulos rojos. En el plazo de 72 horas de este experimento, ni la EPO ni ActRIIB(L79D 25-131)-hFc solas aumentaron
significativamente el hematocrito en comparacion con el vehiculo, mientras que la politerapia con los dos agentes
condujo a un aumento de practicamente 25 % en el hematocrito que fue inesperadamente sinérgico, es decir, superior
a la suma de sus efectos individuales (Figura 28). La sinergia de este tipo generalmente se considera un signo de que
los agentes individuales estan actuando a través de mecanismos celulares diferentes. También se observaron
resultados similares para las concentraciones de hemoglobina (Figura 29) y las concentraciones de globulos rojos
(Figura 30), cada una de las cuales también aumenté sinérgicamente mediante la politerapia.

El analisis de los niveles de precursores eritroides revel6 un patron mas complejo. En el raton, el bazo se considera el
organo principal responsable de la eritropoyesis inducible (“estrés”). El analisis citométrico de flujo de tejido esplénico
alas 72 h reveld que la EPO alteraba considerablemente el perfil de los precursores eritropoyéticos en comparacion
con el vehiculo, aumentando el nimero de eritroblastos basoéfilos en mas de 170 % a expensas de los precursores
tardios (eritroblastos ortocromatdfilos + reticulocitos tardios), que disminuyeron en mas de un tercio (Figura 31). Cabe
destacar que la politerapia aumento los eritroblastos baséfilos significativamente en comparacion con el vehiculo, pero
en menor medida que la EPO sola, a la vez que mantuvo la maduracién no reducida de precursores tardios (Figura
31). Por tanto, la politerapia con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc aumento la eritropoyesis mediante una mejora
equilibrada de la proliferacion y maduracién de precursores. Al contrario que el bazo, el perfil de células precursoras
en la médula 6sea después de la politerapia no varié apreciablemente del de después de la EPO sola. Los solicitantes
predicen a partir del perfil de precursores esplénicos que la politerapia conduciria a niveles de reticulocitos aumentados
y vendrian acompafados de elevacion mantenida de los niveles de gldbulos rojos maduros si el experimento se
prolongara mas de 72 h.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que se puede administrar una trampa de GDF con un dominio extracelular
de ActRIIB truncado en combinacién con EPO para aumentar sinérgicamente la formacion de glébulos rojos in vivo.
Al actuar a través de un mecanismo complementario pero indefinido, una trampa de GDF puede moderar el efecto
proliferativo fuerte de un activador del receptor de la EPO solo y seguir permitiendo que se alcancen niveles objetivo
de globulos rojos con dosis inferiores de un activador del receptor de la EPO, lo que evita de ese modo potenciales
efectos adversos u otros problemas asociados a niveles superiores de activacion del receptor de la EPO.

Ejemplo 22: Una trampa de GDF aumenta los niveles de glébulos rojos y mejora la morfologia de los glébulos
rojos en un modelo de drepanocitosis

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre la formacién de glébulos rojos (RBC) en
un modelo de ratén de drepanocitosis (SCD) en el que los genes de hemoglobina de raton (a/a 'y B/B) se han sustituido
por los genes de hemoglobina falciforme humana (a/a, y/y y BS/BS). Los ratones homocigéticos para el alelo BS humano
presentan las caracteristicas principales (p. €j., anemia hemolitica grave, globulos rojos irreversiblemente falciformes,
(vaso)oclusion vascular y patologia multiorganica) encontradas en seres humanos con drepanocitosis [véase, p. €j.,
Wu y col., (2006) Blood, 108(4): 1183-1188; Ryan y col. (1997) Science 278: 873-876].

Se asignaron aleatoriamente ratones con SCD (BS/8°) de 3 meses de edad para recibir ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (1
mg/kg o 10 mg/kg) o vehiculo [solucién salina tamponada con Tris (TBS)] mediante inyecciones subcutaneas dos
veces a la semana. Los compaiieros de camada (3/B%) heterocigotos compuestos no sintomaticos a los que se les
administré vehiculo sirvieron como controles adicionales (animales Wt). En el momento inicial, los ratones con SCD
tenian niveles de RBC reducidos (-28 %, p < 0.01) y niveles de hemoglobina (-14,5 %, p < 0,05) y niveles de
reticulocitos (+50 %, p < 0,001) aumentados en comparacién con los ratones heterocigotos compuestos, lo que
demuestra que los ratones con SCD estaban gravemente anémicos.

Después de un mes de tratamiento, los sujetos fueron evaluados para detectar cambios en diversos parametros de
los glébulos rojos. El tratamiento de ratones con SCD con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante cuatro semanas (1
mg/kg) aumento los niveles de RBC considerablemente (+15,2 %, p < 0,01) en comparacion con los ratones con SCD
tratados con vehiculo, reduciendo de ese modo la anemia observada en este modelo (Figuras 32 y 33). También se
observaron aumentos asociados al tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc en las concentraciones de hematocrito
y hemoglobina (Figura 33), asi como reducciones significativas en el volumen corpuscular medio, el ancho de la
distribucién de RDC, los numeros de reticulocitos y las especies reactivas del oxigeno (Figura 34), que son todos
compatibles con una semivida de los glébulos rojos mejorada. Sorprendentemente, el tratamiento de ratones con SCD
con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 6 semanas (1 mg/kg) dio como resultado una reduccion sustancial de la
exposicion a fosfatidilserina (PS) en las células sanguineas periféricas (-14 %, p = 0,08), como se determina mediante
ensayo de la enzima escramblasa y ensayo de anexina-V, lo que indica una tendencia a asimetria de los fosfolipidos
de la membrana mejorada en comparacion con los sujetos tratados con vehiculo.

Después de tres meses de tratamiento, se observé que los sujetos presentaban mejoras en parametros del analisis
bioquimico de la sangre adicionales. En particular, el tratamiento de ratones con SCD con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
durante 12 semanas (1 mg/kg) redujo significativamente los niveles (totales) de bilirrubina (-17,0 %, p < 0,05), los
niveles de nitrégeno ureico en la sangre (-19,2 %, p < 0,05) y la hemoglobina libre en las células (-30,7 %, p = 0,06)
en comparacion con los ratones con SCD tratados con vehiculo. Estos datos indican que los sujetos tratados con
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trampa de GDF tienen niveles reducidos de hemdlisis de los gldébulos rojos en comparacion con los sujetos tratados
con vehiculo, lo cual es compatible con el aumento de los niveles de glébulos rojos observado tan pronto como un
mes después del inicio de la terapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc. Los ensayos de anexina-V demostraron una
reduccion significativa de la exposicion a fosfatidilserina (PS) en las células sanguineas periféricas (-13,4 %, p = 0,06)
después de tres meses de terapia en comparacion con los sujetos tratados con vehiculo. Asimismo, las extensiones
sanguineas realizadas después de tres meses de tratamiento (1 mg/kg) presentaron menos globulos rojos
irreversiblemente falciformes en los ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (-66,5 %, p < 0,0001; contados
a partir de aproximadamente 2000 células por grupo) en comparacion con los ratones tratados solo con vehiculo.
Estos datos indican una mejora cualitativa en la morfologia de los glébulos rojos después del tratamiento con
ActRIIB(L79D 25-131)-mFc, que es compatible con los datos del ensayo de la enzima escramblasa y del ensayo de
anexina-V obtenidos después de uno y tres meses de tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc. Asimismo, el
tratamiento de ratones con SCD con la trampa de GDF durante 3 meses (1 mg/kg) también dio como resultado una
reduccion significativa en el peso del bazo (-20,5 %, p < 0,05) en comparacion con los ratones con SCD tratados con
vehiculo. Estos datos indican que ActRIIB(L79D 25-131)-mFc puede ser util en el tratamiento de otras complicaciones
asociadas a la drepanocitosis que incluyen, por ejemplo, el secuestro esplénico de glébulos rojos, que puede dar como
resultado una crisis de secuestro esplénico y/o esplenomegalia.

La hemodlisis y falciformacion de los glébulos rojos en pacientes con SCD dan como resultado anemia y transporte de
oxigeno reducido a diversos tejidos. Tales condiciones hipdxicas a menudo dan como resultado congestién vascular,
lesidon y necrosis que, en ultima instancia, pueden conducir a lesiéon de los érganos afectados en pacientes con SCD.
Durante el transcurso de este estudio, se observd que ActRIIB(L79D 25-131)-mFc mejora significativamente la
capacidad de transportar oxigeno de la hemoglobina e impide la lesién de 6rganos afectados en ratones con SCD.

Después de seis semanas de terapia [10 mg/kg de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc, s.c., dos veces a la semana], los
ratones con SCD tratados con trampa de GDF presentaban niveles de hemoglobina aumentados (+18,4 %, p < 0,05)
en comparacion con los ratones con SCD tratados con vehiculo. Las muestras de sangre se evaluaron ademas para
detectar diferencias en las propiedades de transporte de oxigeno de la hemoglobina. Se observé que los ratones con
SCD tratados con trampa de GDF presentan niveles de saturacién de oxihemoglobina (O2Hb) aumentados (+41,3 %,
p = 0.06) y niveles de saturacién de carboxihemoglobina (COHb) reducidos (-25,2 %, p < 0,05) en comparacion con
los ratones con SCD tratados con vehiculo. Asimismo, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (10 mg/kg) dio
como resultado un contenido de oxigeno en la sangre (O2Ct) y una saturacion (SO2) aumentados en comparacion con
los sujetos de control (+65,2 %, p = 0,05, O2Ct; +40,9 %, p = 0,06, SOz2). En base a estas mediciones, se determind
que la capacidad de transportar oxigeno de la hemoglobina (O2Cap) de los ratones con SCD tratados con trampa de
GDF es significativamente superior (+14,04 %, p < 0,05) a la de los ratones tratados con vehiculo. Por tanto, estos
datos indican que la terapia con antagonistas de ActRIl se puede usar para mejorar la oxigenacion de tejidos/6rganos
en pacientes con SCD.

Ademas de la capacidad de transportar oxigeno, se evalué la lesion en 6rganos afectados en ratones con SCD tratados
con trampa de GDF [10 mg/kg de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc, s.c., dos veces a la semana] y con vehiculo. El analisis
histolégico de los ratones tratados con trampa de GDF demostré una reduccion sustancial de la congestion vascular
y la lesién en bazos y rifiones (se muestra la unién corticomedular) en comparacion con los ratones con SCD tratados
con vehiculo. Véase la Figura 35. Ademas, se demostré que el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc reduce el
engrosamiento alveolar en los pulmones. Véanse las flechas negras de la Figura 35. Estos resultados son compatibles
con la falciformacién de glébulos rojos reducida y la capacidad de transportar oxigeno aumentada observadas en
ratones con SCD tratados con trampa de GDF. Por consiguiente, los datos indican que los antagonistas de ActRIl se
pueden usar para tratar o impedir la lesién de 6rganos afectados en pacientes con SCD.

Los solicitantes han demostrado que una trampa GDF que comprende un dominio extracelular de ActRIIB puede
proporcionar diversos beneficios terapéuticos en un modelo murino de SCD. Ademas de aumentar los niveles de RBC
y mejorar diversos parametros sanguineos (p. €j., capacidad de transportar oxigeno aumentada), la terapia con trampa
de GDF mejoré la morfologia de los RBC (es decir, redujo los nUmeros de células falciformes), redujo el agrandamiento
del bazo y redujo la lesién de 6rganos afectados en pacientes con SCD. Por consiguiente, los datos presentados en
esta solicitud indican que los antagonistas de ActRII (p. €j., polipéptidos de trampa de GDF) se pueden usar para tratar
la anemia, asi como complicaciones de la drepanocitosis distintas de la anemia (p. ej., complicaciones derivadas de
la vasooclusién). Asimismo, a diferencia de las transfusiones de gldbulos rojos, que son inherentemente una fuente
de hierro exdgeno, los antagonistas de ActRII (p. ej., polipéptidos de trampa de GDF) pueden elevar los niveles de
RBC favoreciendo el uso de reservas de hierro endégeno a través de la eritropoyesis y, por tanto, evitar la sobrecarga
de hierro y sus consecuencias negativas.

Ejemplo 23: Efectos de una trampa GDF sobre el sindrome toracico agudo

Como el sindrome toracico agudo (ACS) es una de las causas mas comunes de hospitalizacion en pacientes con
SCD, los solicitantes investigaron los efectos de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc en un modelo de ratéon de ACS. Los
ratones con SCD se colocaron en uno de dos grupos: tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (10 mg/kg, dos
veces a la semana, s.c.) y tratamiento con vehiculo de TBS (control). Después de tres meses de tratamiento, se inyectd
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hemina a los ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y con vehiculo para inducir hemdlisis y ACS. Véase,
p. €j., Samit Ghosh y col., (2013) J Clin Invest, 123 (11): 4809-4820. El pretratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
prolongd significativamente el tiempo de supervivencia (3 veces) de los ratones con SCD en comparacion con el
pretratamiento con vehiculo. Estos datos indican que los antagonistas de ActRII (p. ej., polipéptidos de trampa de
GDF) se pueden usar para reducir la hemdlisis intravascular aguda y proporcionar resistencia aumentada a episodios
de ACS de origen natural en pacientes con SCD.

Ejemplo 24: Efectos de la politerapia con hidroxiurea y trampa de GDF en ratones con SCD

En un estudio adicional, los solicitantes investigaron el efecto de la politerapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc e
hidroxiurea (HU) en un modelo de raton de SCD. Se colocaron ratones con SCD (BS/BS) en cuatro grupos de
tratamiento: i) tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (10 mg/kg, dos veces a la semana, s.c.); ii) tratamiento con
ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (10 mg/kg, dos veces a la semana, s.c.) y HU (100 mg/kg, dos veces a la semana, i.p.);
iii) tratamiento con HU (100 mg/kg, dos veces a la semana, i.p.); y iv) vehiculo de TBS (control) durante tres meses.
Los comparieros de camada (B/BS) heterocigotos compuestos no sintomaticos se trataron de manera similar y se
usaron como controles para confirmar la enfermedad en los ratones (BS/BS) SCD. Al inicio del estudio, los ratones con
SCD tenian niveles de RBC (-28 %, p < 0,01) y niveles de hemoglobina (-14,5 %, p < 0,05) reducidos y niveles de
reticulocitos (+50 %, p < 0,001) aumentados en comparacion con los ratones heterocigotos compuestos, lo que indica
hemolisis caracteristica de la drepanocitosis. Después de un mes de tratamiento, los sujetos fueron evaluados para
detectar cambios en diversos parametros.

Como se observo en los experimentos anteriores, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (solo) dio como
resultado aumentos significativos de los niveles de glébulos rojos (+20 %, p < 0,01) y reducciones de los reticulocitos
(-30 %, p < 0,05) en comparacion con los ratones con SCD tratados con vehiculo. Los datos de la politerapia con
ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU demostraron efectos beneficiosos aditivos en los ratones con SCD en comparacion
con la monoterapia. Por ejemplo, la combinacion de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU dio como resultado una
reduccion superior en la exposicion a anexina V/PS en las células sanguineas periféricas que el tratamiento con HU
sola [-35,6 % (p < 0,001) frente a -22,2 %, respectivamente, todos los datos con respecto a los ratones con SCD
tratados con vehiculo], lo que indica una mejora superior en la asimetria de los fosfolipidos de la membrana en los
ratones con SCD que recibieron la politerapia. La combinacién de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc e HU también dio como
resultado una reduccion superior en el tamafio del bazo (-50,7 %, p < 0,05) en comparacion con la monoterapia con
HU (-20,2 %, p < 0,05) o ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (-16,4 %, p < 0.05), todos los datos con respecto a los ratones
con SCD tratados con vehiculo. Estos hallazgos demuestran que la politerapia tiene un efecto superior sobre la
reduccion de la esplenomegalia en sujetos con SCD en comparacién con la monoterapia con HU o ActRIIB(L79D 25-
131)-mFc. Ademas, se observé una reduccién superior en los niveles de bilirrubina en los ratones que recibieron la
politerapia (-55,0 %, p < 0,01) en comparacién con la monoterapia con HU (-48,4 %, p < 0,05) o ActRIIB(L79D 25-
131)-mFc (-40,8 %, p < 0,05), todos los datos con respecto a los ratones tratados con vehiculo. Estos hallazgos
demuestran que la politerapia tiene un efecto superior sobre la reducciéon de la hemdlisis en sujetos con SCD en
comparacion con la monoterapia con HU o ActRIIB(L79D 25-131)-mFc. El analisis histolégico demostré ademas una
reduccion superior de la congestidon vascular y la lesién en bazos y rifiones de ratones que recibieron la politerapia
con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU en comparacion con los ratones que recibieron vehiculo o monoterapia con HU.
Véase la Figura 36. Ademas, el analisis histolégico demostré una reduccion superior del engrosamiento alveolar en
los ratones que recibieron la politerapia con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc y HU en comparacién con los ratones que
recibieron vehiculo o monoterapia con HU. Véanse las flechas negras de la Figura 36.

En conjunto, los datos presentados en esta solicitud demuestran que una trampa de GDF es eficaz como monoterapia,

asi como efectiva como parte de una politerapia con HU para mejorar la patologia de la SCD. De hecho, los datos
indican que se puede administrar una trampa de GDF en combinacion con HU para tratar sinérgicamente la SCD.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para uso en un procedimiento para tratar o impedir una complicacién de la drepanocitosis
en un sujeto, comprendiendo el procedimiento administrar la composicién a un sujeto, donde la composicién
comprende un antagonista de ActRIl, donde la complicacion se selecciona del grupo que consiste en crisis de dolor,
vasooclusioén vy crisis vasooclusiva, donde el antagonista de ActRIl comprende un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1,
donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posiciéon que corresponde a la posicién 79 de la SEQ ID
NO: 1; donde el polipéptido se une a GDF8 y/o GDF11.

2. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, donde la complicacién es crisis de dolor.

3. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, donde la complicacion de la drepanocitosis es crisis
vasooclusiva.

4. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el polipéptido comprende

una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 de la SEQ ID NO: 1.

5. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el aminoacido acido es
un &cido glutamico o un acido aspartico.

6. La composicién para uso segun la reivindicacién 4, donde el aminoacido acido es un acido glutamico.
7. La composicion para uso segun la reivindicacion 4, donde el aminoacido acido es un acido aspartico.
8. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el polipéptido es:

un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44 o que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44; o

un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45 o que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45.

9. La composicidon para uso de acuerdo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 u 8, donde el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45.

10. La composicion para uso de acuerdo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 u 8, donde el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44.

11. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el polipéptido es una
proteina de fusidén que comprende ademas uno o mas dominios polipeptidicos heterélogos que mejoran una o mas
de: semivida in vivo, semivida in vitro, administracion, ubicacioén o distribucion tisular, formaciéon de complejos proteicos
y purificacion, donde el dominio polipeptidico heterélogo se selecciona de entre: un dominio Fc de inmunoglobulina y
una albumina sérica.

12. La composicion para uso segun la reivindicacion 11, donde el dominio Fc de inmunoglobulina:

a. es un dominio Fc de IgG1; o
b. comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre la SEQ ID NO: 15 0 16.

13. La composicién para uso segun la reivindicacion 11 o 12, donde la proteina de fusién comprende ademas un
dominio de enlazador situado entre el dominio polipeptidico y el dominio Fc de inmunoglobulina.

14. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde el polipéptido comprende
una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas de entre: un aminoacido glucosilado, un aminoacido
PEGilado, un aminoacido farnesilado, un aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado
a un resto lipidico y un aminoacido conjugado a un agente de derivatizacién organico.

15. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde el procedimiento
comprende ademas administrar uno o mas tratamientos complementarios para la drepanocitosis, donde el tratamiento
complementario:

a) es una transfusién con glébulos rojos;
b) comprende la administracién de un agente quelante de hierro o multiples agentes quelantes de hierro;
c) comprende la administracion de eritropoyetina, epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta, epoetina omega,
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darbepoetina alfa o metoxi-polietilenglicol epoetina beta; y/o
d) comprende la administracién de hidroxiurea.

16. La composicidon para uso segun la reivindicacién 15, donde el tratamiento complementario comprende la
5 administracion de hidroxiurea.
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Figura 5A
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Figura 7A

Efecto de ActRIIA-Fc sobre los recuentos de reticulocitos en PNH hembra

P
250 3
1
.
H
)
‘ %
: s
; N e %
: A \
H 3 S \
200 2
200 : 3 ? ——————— \
&8
1 & \\ \
. “ ‘.: '\.\
' & § =
1 &
H S F
1 F& \ \
i & S “* %
{ &8 & \““\\\\\\
H F8 & o N
; DA S, .
180 ! &8 & &
U P S
[ S8 s RS
' i & \\\
H £&

w10 maikg

.\x\\ \ P i Placebo
NN \ f it mgig
Ny ki H

@30 mgiky

Reticulocitos {miles de millones de células/L)

Dias (con respecto a la fecha de inicio del tratamiento)

Figura 7B

Efecto de ActRIIA-Fc sobre el porcentaje de reticulocitos en PNH hembra

3 -
S *
& “\““\““3\\‘_‘\\:&\\
N
25 *\&\ g B NS

Lo 10 mgikg

% de reticulocitos

‘\\‘ H
05 :
:Fecha de inicio del tratamiento * Indica p < 0,05
o : : .
-1 Y iC 20 30 40 50 60

Dias (con respecto a la fecha de inicio del tratamiento)

106



ES 2 845 650 T3

Efecto de ActRIIA-Fc sobre los recuentos de reticulocitos en PNH macho
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