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DESCRIPCION

Uso combinado de trampas de GDF y activadores del receptor de la eritropoyetina para aumentar los niveles de
glébulos rojos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los glébulos rojos maduros, o eritrocitos, son los responsables del transporte de oxigeno del aparato circulatorio de
los vertebrados. Los glébulos rojos contienen altas concentraciones de hemoglobina, una proteina que se une al
oxigeno en los pulmones a una presion parcial relativamente alta de oxigeno (pOz) y suministra oxigeno a las zonas
del cuerpo con una pO:2 relativamente baja.

Los glébulos rojos maduros se producen a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes en un procedimiento
denominado eritropoyesis. La eritropoyesis postnatal se produce principalmente en la médula ésea y en la pulpa roja
del bazo. La accién coordinada de diversas vias de sefializacion controla el equilibrio de la proliferacion, diferenciacion,
supervivencia y muerte celulares. En condiciones normales, los globulos rojos se producen a una velocidad que
mantiene una masa de globulos rojos constante en el cuerpo, y la produccién puede aumentar o disminuir en respuesta
a diversos estimulos, que incluyen el aumento o disminucién de la tensién de oxigeno o la demanda tisular. El
procedimiento de la eritropoyesis comienza con la formacién de células precursoras diferenciadas del linaje y contintia
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 el torrente sanguineo y pierden sus mitocondrias y ribosomas mientras adoptan
la morfologia de globulos rojos maduros. Un nivel elevado de reticulocitos, o una relacion elevada de
reticulocito:eritrocito, en la sangre es indicativo de un aumento en la velocidad de produccion de globulos rojos.

La eritropoyetina (EPO) se reconoce ampliamente como el regulador positivo mas importante de la eritropoyesis
postnatal en los vertebrados. La EPO regula la respuesta eritropoyética compensatoria a una tensién de oxigeno
reducida en los tejidos (hipoxia) y niveles bajos de glébulos rojos o niveles bajos de hemoglobina. En los seres
humanos, los niveles de EPO elevados favorecen la formacion de glébulos rojos mediante la estimulaciéon de la
generacion de progenitores eritroides en la médula ésea y el bazo. En los ratones, la EPO mejora la eritropoyesis
principalmente en el bazo.

Un receptor de la superficie celular que pertenece a la superfamilia de receptores de la citocina media los efectos de
la EPO. El gen del receptor de la EPO humana codifica una proteina transmembrana de 483 aminoacidos, mientras
que se cree que el receptor de la EPO activo existe como un complejo multimérico incluso en ausencia de un ligando
(véase la patente estadounidense n.° 6.319.499). El receptor de la EPO de longitud completa clonado expresado en
células de mamifero se une ala EPO con una afinidad similar a la del receptor natural en células progenitoras eritroides.
La unién de la EPO a su receptor provoca un cambio conformacional que da lugar a la activaciéon del receptor y a
efectos bioldgicos que incluyen aumento de la proliferacién de eritroblastos inmaduros, aumento de la diferenciacion
de eritroblastos inmaduros y disminucién de la apoptosis en células progenitoras eritroides (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 glébulos rojos en una variedad
de entornos clinicos y, en particular, para el tratamiento de la anemia. La anemia es una afeccion definida ampliamente
caracterizada por unos niveles inferiores a lo normal de hemoglobina o glébulos rojos en la sangre. En algunos
aspectos, un trastorno primario en la produccién o supervivencia de los glébulos rojos provoca la anemia. Mas
comunmente, la anemia es secundaria a enfermedades de otros aparatos (Weatherall y Provan (2000) Lancet 355,
1169-1175). La anemia puede ser el resultado de una reduccion en la velocidad de produccion o de un aumento en la
velocidad de destruccién de los gldbulos rojos o de una pérdida de glébulos rojos debido a hemorragia. La anemia
puede ser el resultado de una variedad de trastornos que incluyen, por ejemplo, insuficiencia renal cronica, tratamiento
quimioterapico, sindrome mielodisplasico, artritis reumatoide y trasplante de médula ésea.

El tratamiento con EPO normalmente provoca un aumento en la hemoglobina en aproximadamente 1-3 g/dl en seres
humanos sanos durante un periodo de semanas. Cuando se administra a individuos anémicos, esta pauta de
tratamiento a menudo proporciona un aumento sustancial en los niveles de hemoglobina y glébulos rojos y lleva a
mejoras en la calidad de vida y supervivencia prolongada. La EPO no es eficaz de forma uniforme, y muchos individuos
son resistentes incluso a dosis altas (Horl y col., (2000) Nephrol Dial Transplant 15, 43-50). Mas de un 50 % de
pacientes con cancer tienen una respuesta inadecuada a la EPO, aproximadamente un 10 % con insuficiencia renal
terminal son hiporreactivos (Glaspy y col., (1997) J Clin Oncol 15, 1218-1234; Demetri y col., (1998) J Clin Oncol 16,
3412-3425), y menos de un 10 % con sindrome mielodisplasico responden favorablemente (Estey, (2003) Curr Opin
Hematol 10, 60-67). Diversos factores, que incluyen inflamacién, deficiencia de hierro y de vitaminas, didlisis
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inadecuada, toxicidad del aluminio e hiperparatiroidismo pueden predecir una mala respuesta terapéutica. Los
mecanismos moleculares de resistencia a la EPO son todavia poco claros. Las pruebas recientes sugieren que las
dosis mas altas de EPO se pueden asociar con un mayor riesgo de morbilidad cardiovascular, crecimiento tumoral y
mortalidad en algunas poblaciones de pacientes (Krapfy 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 basados en EPO
(agentes estimulantes de la eritropoyesis, AEE) se administren a la dosis mas baja suficiente para evitar la necesidad
de transfusiones de glébulos rojos (Jelkmann y col., 2008, Crit Rev Oncol. Hematol 67:39-61).

Por tanto, es un objetivo de la presente descripcidn proporcionar procedimientos alternativos para aumentar los niveles
de glébulos rojos en pacientes, lo que permitiria el uso de dosis reducidas de activadores del receptor de la
eritropoyetina.

RESUMEN DE LA INVENCION

En parte, la descripcion demuestra que las trampas de GDF se pueden usar en combinacion (por ejemplo,
administradas al mismo tiempo o en momentos diferentes, pero en general de una manera tal que se logre la
superposicion de los efectos farmacolégicos) con activadores del receptor de la EPO para aumentar los niveles de
glébulos rojos (eritropoyesis) o para tratar la anemia en pacientes que lo necesiten. En parte, la descripciéon demuestra
gue una trampa de GDF se puede administrar en combinacién con un activador del receptor de la EPO para aumentar
de forma sinérgica la formacién de gldbulos rojos en un paciente. Por tanto, el efecto de este tratamiento combinado
puede ser significativamente mayor que la suma de los efectos de la trampa de GDF y el activador del receptor de la
EPO cuando se administran por separado en sus respectivas dosis.

Esta sinergia puede ser ventajosa, ya que permite que se alcancen niveles objetivo de los gldbulos rojos con dosis
mas bajas de un activador del receptor de la EPO, lo que evita asi los posibles efectos adversos u otros problemas
asociados con niveles mas altos de activacion del receptor de la EPO.

Un activador del receptor de la EPO puede estimular la eritropoyesis al entrar en contacto directamente y activar el
receptor de la EPO. En ciertos aspectos, el activador del receptor de la EPO es uno de una clase de compuestos
basados en la secuencia de 165 aminoacidos de la EPO natural y conocido en general como agente estimulante de
la eritropoyesis (AEE), cuyos ejemplos son epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta y epoetina omega. En otros
aspectos, los AEE incluyen proteinas EPO sintéticas (SEP) y derivados de EPO con modificaciones no peptidicas que
confieren propiedades farmacocinéticas deseables (semivida de circulacion prolongada), cuyos ejemplos son
darbepoetina alfa y metoxi-polietilenglicol epoetina beta. En ciertos aspectos, un activador del receptor de la EPO
puede ser un agonista del receptor de la EPO que no incorpora la cadena principal del polipéptido de EPO o no se
clasifica en general como un AEE. Los agonistas de este tipo de los receptores de la EPO pueden incluir, pero no se
limitan a, miméticos peptidicos y no peptidicos de EPO, anticuerpos agonistas dirigidos al receptor de la EPO,
proteinas de fusion que comprenden un dominio mimético de EPO y agonistas limitados de duracién prolongada del
receptor de la eritropoyetina (EREDLA).

En ciertos aspectos, un activador del receptor de la EPO puede estimular la eritropoyesis indirectamente, sin entrar
en contacto con el propio receptor de la EPO, mediante la mejora de la produccion de EPO enddgena. Por ejemplo,
los factores de transcripcién inducibles por hipoxia (HIF) son estimuladores endégenos de la expresién del gen de
EPO que se suprimen (desestabilizan) en condiciones de normoxia por los mecanismos reguladores celulares. En
parte, la descripcion proporciona un aumento de la eritropoyesis en un paciente mediante el tratamiento combinado
con una trampa de GDF y un activador indirecto del receptor de la EPO con propiedades estabilizantes de HIF, tales
como un inhibidor de prolil-hidroxilasa.

Las variantes de polipéptidos de ActRIIB que tienen una afinidad disminuida de manera significativa para la activina
(por ejemplo, activina A y/o activina B) con respecto a otros ligandos de ActRIIB, tales como GDF11 y/o miostatina, se
conocen como trampas de GDF. Las variantes de ActRIIB descritas en esta solicitud son trampas de GDF a menos
gue se indique lo contrario. En particular, la descripcidon demuestra que una trampa de GDF que es una forma soluble
de un polipéptido ActRIIB que tiene un residuo acido en la posicién 79 del SEQ ID NO: 1, cuando se administra in vivo,
aumenta los niveles de gldbulos rojos en la sangre. Por lo tanto, en ciertos aspectos, la descripcion proporciona
procedimientos para el uso de trampas de GDF para aumentar los niveles de glébulos rojos y hemoglobina en los
pacientes y para tratar trastornos asociados con niveles bajos de glébulos rojos 0 hemoglobina en pacientes que lo
necesitan. Como se describe en la solicitud de patente estadounidense n.° 12/012.652, las trampas de GDF se pueden
usar para aumentar la masa muscular y reducir la masa grasa.

En ciertos aspectos, la presente descripcidon proporciona trampas de GDF que son variantes de polipéptidos ActRIIB,
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que incluyen polipéptidos ActRIIB que tienen truncamientos de los extremos amino y carboxiterminales y alteraciones
de secuencia. Opcionalmente, las trampas de GDF de la descripcion se pueden disefiar para antagonizar
preferencialmente uno o mas ligandos de receptores ActRIIB, tales como GDF8 (también denominado miostatina),
GDF11, Nodal y BMP7 (también denominado OP-1). Los ejemplos de trampas de GDF incluyen un conjunto de
variantes derivadas de ActRIIB que tienen una afinidad por la activina sumamente disminuida. Estas variantes
presentan efectos deseables en los glébulos rojos, mientras reducen los efectos en otros tejidos. Los ejemplos de
variantes de este tipo incluyen las que tienen un aminoacido acido (por ejemplo, acido aspartico, D, o0 acido glutamico,
E) en la posicién correspondiente a la posiciéon 79 del SEQ ID NO: 1. En ciertos aspectos, el polipéptido de la trampa
de GDF comprende una secuencia de aminodcidos que comprende, consiste en, o consiste esencialmente en la
secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 o 38, y polipéptidos que son por lo menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % idénticos a cualquiera de lo anterior.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona preparaciones farmacéuticas que comprenden una trampa de GDF
que se une a un ligando de ActRIIB tal como GDF8, GDF11, activina (por ejemplo, activina B), BMP7 o nodal y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, la trampa de GDF se une a un ligando de ActRIIB con una Kd
de menos de 10 micromolar, menos de 1 micromolar, menos de 100 nanomolar, menos de 10 nanomolar o menos de
1 nanomolar. Opcionalmente, la trampa de GDF inhibe la sefalizaciéon de ActRIIB, tal como acontecimientos de
transduccion de sefales intracelulares desencadenados por un ligando de ActRIIB. Una trampa de GDF para su uso
en una preparacion de este tipo puede ser cualquiera de las descritas en esta solicitud, que incluyen, por ejemplo,
trampas de GDF que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre los SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28,
29, 32, 37, 38 0 40, o trampas de GDF que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 97 % o un 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre los SEQ ID NO: 2, 3, 7,
11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 0 40, o trampas de GDF que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 97 % o un 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre los SEQ ID NO:
2,3,7,11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 0 40 donde la posicion correspondiente a L79 en el SEQ ID NO: 1 es un aminoacido
acido. Una trampa de GDF preferida para su uso en una preparacion de este tipo consiste en, o consiste esencialmente
en, la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 26. Una trampa de GDF puede incluir un fragmento funcional de un
polipéptido ActRIIB natural, tal como uno que comprende al menos 10, 20 o 30 aminoacidos de una secuencia
seleccionada de entre los SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 0 40 o una secuencia del SEQ ID NO: 2, que
carece del extremo C-terminal 1, 2, 3, 4, 5 o de 10 a 15 aminoacidos y que carece de 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos en el
extremo N. Un polipéptido preferido comprendera un truncamiento con respecto al SEQ ID NO: 2040 deentre2y 5
aminoacidos en el extremo N-terminal y de no mas de 3 aminoacidos en el extremo C-terminal. Una trampa de GDF
puede incluir una o mas alteraciones en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido ActRIIB (por ejemplo, en el
dominio de unién a ligando) con respecto a un polipéptido ActRIIB de origen natural. La alteracion en la secuencia de
aminoacidos puede ser, por ejemplo, alterar la glucosilacion del polipéptido cuando se produce en un mamifero,
insecto u otra célula eucariota o alterar la escision proteolitica del polipéptido con respecto al polipéptido ActRIIB de
origen natural.

Una trampa de GDF puede ser una proteina de fusion que tiene, como dominio, un polipéptido ActRIIB (por ejemplo,
un dominio de unién a ligando de un ActRIIB con uno o mas variaciones de secuencia) y uno o mas dominios
adicionales que proporcionan una propiedad deseable, tal como farmacocinética mejorada, purificacion mas facil,
direccionamiento a determinados tejidos, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusién puede mejorar uno o
mas de entre estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracion, localizaciéon o distribucién de tejidos,
formacion de complejos de proteinas, multimerizacion de la proteina de fusién y/o purificacion. Las proteinas de fusién
de la trampa de GDF pueden incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (tipo natural o mutante) o una seroalbumina.
En ciertos aspectos, una fusién de la trampa de GDF comprende un conector relativamente no estructurado situado
entre el dominio Fc y el dominio de ActRIIB extracelular. Este conector no estructurado puede corresponder a
aproximadamente la region no estructurada de 15 aminoacidos en el extremo C-terminal del dominio extracelular de
ActRIIB (la "cola"), o puede ser una secuencia artificial de entre 3 y 5, 15, 20, 30, 50 o mas aminoacidos que estan
relativamente libres de estructura secundaria. Un conector puede ser rico en residuos de glicina y prolina y puede, por
ejemplo, contener secuencias repetitivas de treonina/serina y glicinas (por ejemplo, singletes o repeticiones TG4 (SEQ
ID NO: 13) 0 SG4 (SEQ ID NO: 14)) o una serie de tres glicinas. Una proteina de fusion puede incluir una subsecuencia
de purificacion, tal como un marcador de epitopo, un marcador de FLAG, una secuencia de polihistidina y una fusion
de GST. En ciertos aspectos, una fusion de trampa de GDF comprende una secuencia lider. La secuencia lider puede
ser una secuencia lider de ActRIIB natural o una secuencia lider heterdloga. En ciertos aspectos, la secuencia lider
es una secuencia lider del activador tisular del plasmindgeno (APT). En un aspecto, una proteina de fusion de la
trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en la formula A-B-C. La porcion B es un
polipéptido ActRIIB truncado en el extremo N-terminal y C-terminal que consiste en la secuencia de aminoacidos
correspondiente a los aminoacidos 25-131 del SEQ ID NO: 2 o 40. Las porciones A y C pueden ser
independientemente cero, uno o mas de un aminoacido, y las porciones A y C son heterélogas a B. Las porciones A
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y/o C se pueden unir a la porcién B a través de una secuencia conectora.

Opcionalmente, una trampa de GDF incluye una variante del polipéptido ActRIIB que tiene 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 con un resto lipidico y un
aminoacido conjugado con un agente de derivatizacidon organico. Una preparacion farmacéutica puede incluir también
uno 0 mas compuestos adicionales, tales como un compuesto que se usa para tratar un trastorno asociado con ActRIIB.
Preferiblemente, una preparacion farmacéutica esta sustancialmente libre de pirégenos. En general, es preferible que
una trampa de GDF se pueda expresar en una linea celular de mamifero que media la glucosilacién natural de forma
adecuada de la trampa de GDF para disminuir la probabilidad de una respuesta inmunitaria desfavorable en un
paciente. Las lineas celulares humanas y CHO se han usado con éxito, y se espera que otros vectores de expresion
de mamiferos comunes sean utiles.

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona productos farmacéuticos envasados que comprenden una preparacion
farmacéutica descrita en esta solicitud y etiquetada para su uso en el aumento de los niveles de glébulos rojos en un
ser humano.

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona trampas de GDF que son polipéptidos de ActRIIB solubles que
comprenden un dominio de unién a ligando (por ejemplo, de unién a GDF8) alterado. Las trampas de GDF con
dominios de unién a ligando alterados pueden comprender, por ejemplo, una o mas mutaciones en residuos de
aminodcidos tales como E37, E39, R40, K55, R56, Y60, A64, K74, W78, L79, D80, F82 y F101 de ActRIIB humano (la
numeracion es con respecto al SEQ ID NO: 1). Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado puede tener
una mayor selectividad para un ligando de este tipo tal como GDF8/GDF11 con respecto a un dominio de unién a
ligando de tipo natural de un receptor ActRIIB. A modo de ilustracién, estas mutaciones se demuestran en esta solicitud
para aumentar la selectividad del dominio de unién a ligando alterado para GDF-11 (y, por lo tanto, presumiblemente,
GDF8) sobre la activina: K74Y, K74F, K741, L79D, L79E y D80I. Las siguientes mutaciones tienen el efecto contrario,
aumentan la relacién de la unién a activina sobre GDF11: D54A, K55A, L79A y F82A. La actividad de unién global
(GDF11 y activina) se puede aumentar mediante la inclusion de la regiéon de "cola" o, presumiblemente, de una region
conectora no estructurada, y también mediante el uso de una mutacién K74A. Otras mutaciones que provocaron una
disminucion global 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 lograr los efectos deseados. Por ejemplo, muchas de
las mutaciones que afectan a la relacion de la union de GDF11:activina tienen un efecto negativo sobre la union al
ligando y, por lo tanto, se pueden combinar con mutaciones que aumentan en general la unién al ligando para producir
una proteina de unién mejorada con selectividad del ligando. En un aspecto ejemplar, una trampa de GDF es un
polipéptido ActRIIB que comprende una mutacion L79D o L79E, opcionalmente, en combinacion con sustituciones,
adiciones o supresiones aminoacidicas adicionales.

Opcionalmente, una trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando alterado tiene una relacién entre
Kq para union a activina y Kq para union a GDF8 que es al menos 2, 5, 10 o, incluso, 100 veces mayor con respecto a
la relacién para el dominio de unién a ligando de tipo natural. Opcionalmente, la trampa de GDF que comprende un
dominio de union a ligando alterado tiene una relacion entre ICso para inhibir la activina e ICso para inhibir GDF8/GDF 11
que es al menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces mayor con respecto al dominio de unién al ligando de ActRIIB de tipo
natural. Opcionalmente, la trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando alterado inhibe GDF8/GDF 11
con una ICso al menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces menor que la ICso para la inhibicion de la activina. Estas trampas
de GDF pueden ser proteinas de fusion que incluyen un dominio Fc de inmunoglobulina (ya sea de tipo natural o
mutante). En ciertos casos, las trampas de GDF solubles en cuestion son antagonistas (inhibidores) de GDF8 y/o
GDF11.

Se contemplan otras trampas de GDF, tales como las siguientes. Una proteina de fusién de la trampa de GDF que
comprende una porcion derivada de la secuencia de ActRIIB del SEQ ID NO: 1 o 39 y una segunda porcion
polipeptidica, donde la porcidn derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los
aminoacidos 21-29 del SEQ ID NO: 1 o 39 (opcionalmente, que comienza en 22-25 del SEQ ID NO: 1 0 39) y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 109-134 del SEQ ID NO: 1 0 39, y donde la proteina de fusion de la trampa
de GDF inhibe la sefializacion mediante activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo en células aisladas. La proteina
de fusién de la trampa de GDF anterior, donde la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que
comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 del SEQ ID NO: 1 o 39 (opcionalmente, que comienza en 22-25 del
SEQ ID NO: 1 0 39) y que termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de
fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza
en cualquiera de los aminoacidos 20-24 del SEQ ID NO: 1 o 39 (opcionalmente, que comienza en 22-25 del SEQ ID
NO: 1 0 39) y que termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 del SEQ ID NO: 1 o0 39. La proteina de fusion de
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la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en
cualquiera de los aminoacidos 21-24 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 109-134
del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB
corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 118-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF
anterior, donde la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los
aminoacidos 21-24 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 118-134 del SEQ ID NO:
1 0 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una
secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera
de los aminoacidos 128-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF anterior, donde la
porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 del
SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 128-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de
fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcion derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza
en cualquiera de los aminoacidos 21-29 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 118-
134 del SEQ ID NO: 1 0 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB
corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 118-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF
anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los
aminoacidos 21-29 del SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 128-134 del SEQ ID NO:
1 0 39. La proteina de fusion de la trampa de GDF anterior, donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una
secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 del SEQ ID NO: 1 y que termina en cualquiera de
los aminoacidos 128-133 del SEQ ID NO: 1 o 39. Sorprendentemente, las construcciones que comienzan en los 22-
25 del SEQ ID NO: 1 o 39 tienen mayores niveles de actividad que las proteinas que tienen el dominio extracelular
completo de ActRIIB humano. En un aspecto preferido, la proteina de fusion de la trampa de GDF comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos que comienza en la posicién de aminoacido 25 del
SEQ ID NO: 1 0 39 y que termina en la posicion de aminoacido 131 del SEQ ID NO: 1 o 39. En otro aspecto preferido,
el polipéptido de la trampa de GDF consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de los SEQ
ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 o 38. Cualquiera de las proteinas de fusién de la trampa de GDF anteriores se puede
producir como un homodimero. Cualquiera de las proteinas de fusién de la trampa de GDF anteriores puede tener una
porcion heteréloga que comprende una region constante de una cadena pesada de IgG, tal como un dominio Fc.
Cualquiera de las proteinas de fusion de la trampa de GDF anteriores puede comprender un aminoacido acido en la
posicion correspondiente a la posiciéon 79 del SEQ ID NO: 1, opcionalmente, en combinaciéon con una o mas
sustituciones, deleciones o inserciones aminoacidicas adicionales con respecto al SEQ ID NO: 1.

Se contemplan otras proteinas de la trampa de GDF, tales como las siguientes. Una proteina de la trampa de GDF
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-
109 del SEQ ID NO: 1 0 39, donde la posicién correspondiente a 64 del SEQ ID NO: 1 es un R o K, y donde la proteina
de la trampa de GDF inhibe la sefalizacion por activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo en células aisladas. La
proteina de la trampa de GDF anterior, donde al menos una alteracion con respecto a la secuencia del SEQ ID NO: 1
0 39 se situa fuera del sitio de union a ligando. La proteina de la trampa de GDF anterior, donde al menos una alteracion
con respecto a la secuencia del SEQ ID NO: 1 o 39 es una alteracion conservadora situada dentro del sitio de union a
ligando. La proteina de la trampa de GDF anterior, donde al menos una alteraciéon con respecto a la secuencia del
SEQ ID NO: 1 0 39 es una alteracion en una o mas posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste en K74,
R40, Q53, K55, F82 y L79. La proteina de la trampa de GDF anterior, 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
del sitio de union a ligando.

Se contemplan otras trampas de GDF, tales como las siguientes. Una proteina de la trampa de GDF que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a la secuencia de los aminoacidos 29-109 del SEQ
ID NO: 1 0 39, y donde la proteina comprende al menos una secuencia N-X-S/T en una posicion distinta de una
secuencia N-X-S/T enddgena de ActRIIB, y en una posicidn fuera del sitio de unién a ligando. La trampa de GDF
anterior, donde la proteina de la trampa de GDF comprende un N en la posicién correspondiente a la posicion 24 del
SEQ ID NO: 1039y un S oT en la posiciéon correspondiente a la posicion 26 del SEQ ID NO: 1 o 39, y donde la
trampa de GDF inhibe la sefializacién por activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo en células aisladas. La trampa
de GDF anterior, donde la proteina de la trampa de GDF comprende un R o K en la posicién correspondiente a la
posicion 64 del SEQ ID NO: 1 o0 39. La trampa de GDF anterior, donde la proteina de ActRIIB comprende un D o E en
la posicion correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO: 1 o 39 y donde la trampa de GDF inhibe la sefalizacion
por activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo en células aisladas. La trampa de GDF anterior, donde al menos una
alteracion con respecto a la secuencia del SEQ ID NO: 1 o 39 es una alteracion conservadora situada dentro del sitio
de unién a ligando. La trampa de GDF anterior, donde al menos una alteracidon con respecto a la secuencia del SEQ
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ID NO: 1 0 39 es una alteracion en una o mas posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste en K74, R40,
Q53, K55, F82 y L79. La trampa de GDF anterior, donde la proteina es una proteina de fusién que comprende ademas
una porcioén heteréloga. Cualquiera de las proteinas de fusion de la trampa de GDF anteriores se puede producir como
un homodimero. Cualquiera de las proteinas de fusion de la trampa de GDF anteriores puede tener una porcion
heterdloga que comprende una region constante de una cadena pesada de IgG, tal como un dominio Fc.

En ciertos aspectos, la descripcién proporciona acidos nucleicos que codifican un polipéptido de la trampa de GDF.
Un polinucleétido aislado puede comprender una secuencia que codifica un polipéptido de la trampa de GDF soluble,
tal como se describié anteriormente. Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede incluir una secuencia que codifica
una trampa de GDF que comprende un dominio extracelular (por ejemplo, dominio de unién a ligando) de un
polipéptido ActRIIB que tiene una o mas variaciones de secuencia y una secuencia que codificaria todo o parte del
dominio transmembrana y/o del dominio citoplasmico de un polipéptido ActRIIB, pero para un codén de terminacion
situado dentro del dominio transmembrana o del dominio citoplasmatico, o situado entre el dominio extracelular y el
dominio transmembrana o el dominio citoplasmatico. Por ejemplo, un polinucleétido aislado que codifica una trampa
de GDF puede comprender una secuencia completa de polinucleétidos de ActRIIB tal como el SEQ ID NO: 4 que tiene
una o mas variaciones, o una version parcialmente truncada, dicho polinucleétido aislado comprende ademas un
codon de terminacion de la transcripcion de al menos seis cientos nucledtidos antes del extremo 3' 0, de otro modo,
situado de modo que la traduccion del polinucleétido dé lugar a un dominio extracelular fusionado opcionalmente a
una porcién truncada de un ActRIIB completo. Los acidos nucleicos descritos en esta solicitud se pueden unir de forma
operativa a un promotor para expresion, y la descripcion proporciona células transformadas con polinucleétidos
recombinantes de este tipo. Preferiblemente, la célula es una célula de mamifero tal como una célula CHO.

En ciertos aspectos, la descripcidn proporciona procedimientos para preparar un polipéptido de la trampa de GDF. Un
procedimiento de este tipo puede incluir expresar cualquiera de los acidos nucleicos (por ejemplo, SEQ ID NO: 5, 25,
27, 30 o 31) descrito en esta solicitud en una célula adecuada, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO).
Un procedimiento de este tipo puede comprender: a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresion
del polipéptido de la trampa de GDF, donde dicha célula se transforma con una construccion de expresion de la trampa
de GDF; y b) recuperar el polipéptido de la trampa de GDF asi expresado. Los polipéptidos de la trampa de GDF se
pueden recuperar como fracciones en bruto, parcialmente purificadas o altamente purificadas usando cualquiera de
las técnicas conocidas para la obtencion de proteinas a partir de cultivos celulares.

En ciertos aspectos, un polipéptido de la trampa de GDF descrito en esta solicitud se puede usar en un procedimiento
para favorecer la produccion de glébulos rojos o para aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto. En ciertos
aspectos, la descripcion proporciona procedimientos para tratar un trastorno asociado con recuentos bajos de glébulos
rojos o niveles bajos de hemoglobina (por ejemplo, anemia) o para favorecer la produccién de glébulos rojos en
pacientes que lo necesitan. Un procedimiento puede comprender administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
efectiva de un polipéptido de la trampa de GDF. En ciertos aspectos, la descripcion proporciona usos de polipéptidos
de la trampa de GDF para preparar un medicamento para tratar un trastorno o afeccién como se describe en esta
solicitud.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona procedimientos para administrar un polipéptido de la trampa de GDF
a un paciente. En parte, la descripcion demuestra que los polipéptidos de la trampa de GDF se pueden usar para
aumentar los niveles de gldbulos rojos y de hemoglobina. Los polipéptidos de la trampa de GDF también se pueden
usar para tratar o prevenir otros usos terapéuticos, tales como la promocion del crecimiento muscular. En ciertos
aspectos, cuando se administra un polipéptido de la trampa de GDF para favorecer el crecimiento muscular, puede
ser deseable monitorizar los efectos en los glébulos rojos durante la administracion del polipéptido de la trampa de
GDF, o determinar o ajustar la dosificacion del polipéptido de la trampa de GDF, para reducir los efectos no deseados
en los glébulos rojos. Por ejemplo, un aumento en los niveles de globulos rojos, niveles de hemoglobina o niveles de
hematocritos puede provocar un aumento en la presion arterial. La presente invencidon es como se define en las
reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La patente o solicitud contiene al menos un dibujo en color. Si se solicitara, y luego de efectuado el pago de la tasa
necesaria, la oficina entregara copias de esta publicaciéon de patente o solicitud de patente con el o los dibujos en
color.

La figura 1 muestra un alineamiento de los dominios extracelulares de ActRIIA humano (SEQ ID NO: 15) y ActRIIB

humano (SEQ ID NO: 2) con los residuos que se deducen en esta solicitud, basada en el analisis compuesto de
multiples estructuras cristalinas de ActRIIB y ActRIIA para entrar en contacto directamente con un ligando (el sitio
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de unioén a ligando) indicado con recuadros.

La figura 2 muestra un alineamiento de secuencias multiples de diversas proteinas de ActRIIB de vertebrados y
ActRIIA humano (SEQ ID NO: 16-23).

La figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos completa para el ActRIIB de la trampa GDF (L79D 20-134)-hFc
(SEQ ID NO: 11), que incluye la secuencia lider de APT (doble subrayado), el dominio extracelular de ActRIIB
(residuos 20-134 en el SEQ ID NO: 1; subrayado) y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicién 79 en la
secuencia natural tiene doble subrayado y esta resaltado, al igual que la glicina se expone mediante la
secuenciacion del residuo del extremo N-terminal en la proteina de fusion madura.

La figura 4 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica ActRIIB (L79D 20-134)-hFc. El SEQ ID NO: 25
corresponde a la hebra de sentido y el SEQ ID NO: 33 corresponde a la hebra de antisentido. La secuencia lider
de APT (nucledtidos 1-66) tiene doble subrayado y el dominio extracelular de ActRIIB (nucleétidos 76-420) esta
subrayado.

La figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos para el ActRIIB truncado de la trampa de GDF (L79D 25-131)-
hFc (SEQ ID NO: 26), que incluye la secuencia lider de APT (doble subrayado), el dominio extracelular de ActRIIB
truncado (residuos 25-131 en el SEQ ID NO: 1; subrayado) y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicion
79 en la secuencia natural tiene doble subrayado y esta resaltado, al igual que el glutamato se pone de manifiesto
mediante la secuenciacion del residuo del extremo N-terminal en la proteina de fusion madura.

La figura 6 muestra una secuencia de nucledtidos que codifica ActRIIB (L79D 25-131)-hFc. El SEQ ID NO: 27
corresponde a la hebra de sentido y el SEQ ID NO: 34 corresponde a la hebra de antisentido. La secuencia lider
de APT (nucledtidos 1-66) tiene doble subrayado 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 en el SEQ ID NO: 1).

La figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos para el ActRIIB truncado de la trampa de GDF (L79D 25-131)-
hFc sin una secuencia lider (SEQ ID NO: 28). El dominio extracelular de ActRIIB truncado (residuos 25-131 en el
SEQ ID NO: 1) esta subrayado. El aspartato sustituido en la posicion 79 en la secuencia natural tiene doble
subrayado y esta resaltado, al igual que el glutamato se pone de manifiesto mediante la secuenciacién del residuo
del extremo N-terminal en la proteina de fusiéon madura.

La figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos para el ActRIIB truncado de la trampa de GDF (L79D 25-131) sin
la secuencia lider, dominio hFc ni conector (SEQ ID NO: 29). El aspartato sustituido en la posiciéon 79 en la
secuencia natural estd subrayado y resaltado, al igual que el glutamato se pone de manifiesto mediante la
secuenciacion del residuo del extremo N-terminal en la proteina de fusion madura.

La figura 9 muestra una secuencia de nucledtidos alternativa que codifica ActRIIB (L79D 25-131)-hFc. ElI SEQ ID
NO: 30 corresponde a la hebra de sentido y el SEQ ID NO: 35 corresponde a la hebra de antisentido. La secuencia
lider de APT (nucledtidos 1-66) tiene doble subrayado, el dominio extracelular de ActRIIB truncado (nucledtidos
76-396) esta subrayado y las sustituciones en la secuencia de nucleétidos natural del dominio extracelular tienen
doble subrayado y estan resaltadas (comparar con el SEQ ID NO: 27, figura 6). También se muestra la secuencia
de aminoacidos para el dominio extracelular de ActRIIB (residuos 25-131 en el SEQ ID NO: 1).

La figura 10 muestra los nucleétidos 76-396 (SEQ ID NO: 31) de la secuencia de nucleétidos alternativa que se
muestra en la figura 9 (SEQ ID NO: 30). Las mismas sustituciones de nucleétidos indicadas en la figura 9 también
estan subrayadas y resaltados en esta solicitud. El SEQ ID NO: 31 codifica solo el dominio extracelular de ActRIIB
truncado (correspondiente a los residuos 25-131 en el SEQ ID NO: 1) con una sustitucion L79D, por ejemplo,
ActRIIB (L79D 25-131).

La figura 11 muestra el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en la concentracion de hemoglobina en un modelo
de raton de anemia inducida por quimioterapia. Los datos son medias + EEM. **, P < 0,01 frente a paclitaxel en el
mismo punto temporal. Esta trampa de GDF compensa la anemia inducida por el tratamiento con paclitaxel.

La figura 12 muestra el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los niveles de glébulos rojos (GR) en un modelo
de ratén nefrectomizado unilateralmente (NEPHX) de enfermedad renal crénica. Los datos son medias £ EEM. ***,
P < 0,001 frente al valor inicial. Esta trampa de GDF revirtié la anemia inducida por nefrectomia observada en los
ratones de control.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2796 121 T3

La figura 13 muestra el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los niveles de glébulos rojos (GR), hemoglobina
(HGB) y hematocritos (HCT) en un modelo de ratén nefrectomizado unilateralmente (NEPHX) de enfermedad renal
cronica. Los datos son la media de los cambios desde el valor inicial durante 4 semanas (+ EEM). *, P < 0,05; **,
P <0,01; ***, P < 0,001 frente al NEPHX de control. Esta trampa de GDF impidi6 que la disminucién asociada a la
nefrectomia en estos parametros eritrocitarios, al aumentar cada uno por una magnitud similar a la de los ratones
con el rindn intacto (de referencia).

La figura 14 muestra el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los niveles de glébulos rojos (GR) en un modelo
de rata de anemia inducida por hemorragia aguda. La extraccion de sangre se produjo en el dia -1, con dosificacion
en los dias 0 y 3. Los datos son medias + EEM. **, P < 0,01; ***, P < 0,001 frente al vehiculo en el mismo punto
temporal. Esta trampa de GDF mejoré la velocidad y el grado de recuperacion de la anemia inducida por
hemorragia aguda.

La figura 15 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB (L79D 25-131)-hFc
(negro) en el cambio absoluto en la concentracion de glébulos rojos desde el valor inicial en el macaco cangrejero.
VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 16 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB (L79D 25-131)-hFc
(negro) en el cambio absoluto en los hematocritos desde el valor inicial en el macaco cangrejero. VEH = vehiculo.
Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 17 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB (L79D 25-131)-hFc
(negro) en el cambio absoluto en la concentracién de hemoglobina desde el valor inicial en el macaco cangrejero.
VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 18 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB (L79D 25-131)-hFc
(negro) en el cambio absoluto en la concentracion de reticulocitos circulantes desde el valor inicial en el macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 19 muestra el efecto del tratamiento combinado con eritropoyetina (EPO) y ActRIIB (L79D 25-13 1)-hFc
durante 72 horas en los hematocritos en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias que
son significativamente diferentes entre si (p < 0,05, prueba de la t para datos independientes) se designan con
letras diferentes. El tratamiento combinado aumenté los hematocritos en un 23 % con respecto al vehiculo, un
aumento sinérgico mayor que la suma de los efectos separados de EPO y ActRIIB (L79D 25-131)-hFc.

La figura 20 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB (L79D 25-13 1)-hFc durante 72 horas
en 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 con letras diferentes. El tratamiento combinado
aumento las concentraciones de hemoglobina en un 23 % en comparacion con el vehiculo, que fue también un
efecto sinérgico.

La figura 21 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB (L79D 25-13 1)-hFc durante 72 horas
en las concentraciones de glébulos rojos 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 con letras diferentes. El tratamiento combinado
aumento las concentraciones de gldbulos rojos en un 20 % en comparacion con el vehiculo, que fue también un
efecto sinérgico.

La figura 22 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB (L79D 25-13 1)-hFc durante 72 horas
en las cifras de células precursoras eritropoyéticas en bazo de ratén. Los datos son medias £+ EEM (n = 4 por
grupo), y las medias que son significativamente diferentes entre si (p < 0,01) se designan con letras diferentes.
Mientras que la EPO sola aument¢ la cifra de eritroblastos basofilos (BasoE) de manera espectacular a expensas
de la maduracién de precursores de etapa tardia, el tratamiento combinado aumento las cifras de BasoE en menor
medida pero aun de manera significativa, a la vez que respaldaba la maduracion sin disminuir de precursores de
etapa tardia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Visién general
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La EPO es una hormona glucoproteica involucrada en el crecimiento y maduracién de células progenitoras eritroides
en eritrocitos. El higado produce la EPO durante la vida fetal y el rifién durante la vida adulta. Una produccion
disminuida de EPO, lo que cominmente se produce en adultos como consecuencia de insuficiencia renal, lleva a
anemia. La EPO se ha producido por técnicas de ingenieria genética basadas en la expresion y secrecion de la
proteina a partir de una célula huésped transfectada con el gen de EPO. La administracion de una EPO recombinante
de este tipo 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 la activacion de, un receptor de superficie celular que
pertenece a la superfamilia de receptores de la citocina y designado como receptor de la EPO. Los receptores de la
EPO humana y murina se han clonado y expresado (D'Andrea y col., 1989, Cell 57:277; Jones y col., 1990, Blood
76:31; Winkelman y col., 1990, Blood 76:24; la publicacion internacional WO 90/08822, la patente estadounidense n.°
5.278.065). El gen del receptor de la EPO humana codifica una proteina transmembrana de 483 aminoacidos que
comprende un dominio extracelular de aproximadamente 224 aminoacidos y que presenta aproximadamente un 82 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con el receptor de la EPO murina (véase la patente estadounidense n.°
6.319.499). El receptor de la EPO de longitud completa clonado expresado en células de mamifero (66-72 kDa) se
une a la EPO con una afinidad (Ko = 100-300 nM) similar a la del receptor natural en células progenitoras eritroides.
Por tanto, se cree que esta forma contiene el principal determinante de uniéon a EPO y se denomina el receptor de la
EPO. Por analogia con otros receptores de citocinas relacionados estrechamente, se cree que el receptor de la EPO
dimeriza tras la unién del agonista. No obstante, la estructura detallada del receptor de la EPO, que puede ser un
complejo multimérico, y su mecanismo especifico de activacibn no se entienden completamente (patente
estadounidense n.° 6.319.499).

La activacion del receptor de la EPO da lugar a diversos efectos bioldgicos. Estos incluyen aumento de la proliferacion
de eritroblastos inmaduros, aumento de la diferenciacion de eritroblastos inmaduros y disminucién de la apoptosis en
células progenitoras eritroides (Liboi y col., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355; Koury y col., 1990, Science
248:378-381). Las vias de transduccion de sefiales del receptor de la EPO que median la proliferacién y diferenciacion
parecen ser distintas (Noguchi y col., 1988, Mol Cell Biol 8:2604; Patel y col., 1992, J Biol Chem 1992, 267:21300;
Liboi y col., ibid). Algunos resultados sugieren que una proteina secundaria puede ser necesaria para la mediacion de
la sefal de diferenciacion (Chiba y col., 1993, Nature 362:646; Chiba y col., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:11593);
sin embargo, existe controversia con respecto al papel de las proteinas secundarias en la diferenciacion, ya que una
forma activada constitutivamente del receptor puede estimular tanto la proliferacion como la diferenciacion (Pharr y
col., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:938).

Los activadores del receptor de la EPO incluyen agentes estimulantes de la eritropoyesis (AEE) de micromoléculas,
asi como compuestos basados en EPO. Un ejemplo del primero es un agonista basado en un péptido dimérico unido
covalentemente a polietilenglicol (denominaciéon comercial Hematide), que ha demostrado propiedades estimulantes
de la eritropoyesis en voluntarios sanos y en pacientes tanto con enfermedad renal crénica como con anticuerpos anti-
EPO endogenos (Stead y col., 2006, Blood 108:1830-1834; Macdougall y col., 2009, N Engl J Med 361:1848-1855).
Otros ejemplos incluyen AEE no basados en péptidos (Qureshiy col., 1999, Proc Natl Acad Sci USA 96:12156-12161).

Los activadores del receptor de la EPO incluyen también compuestos que estimulan indirectamente la eritropoyesis,
sin entrar en contacto con el propio receptor de la EPO, al mejorar la produccion de EPO enddgena. Por ejemplo, los
factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF) son estimuladores endégenos de la expresion del gen de EPO
que se suprimen (desestabilizan) en condiciones de normoxia por los mecanismos reguladores celulares. Por lo tanto,
los inhibidores de enzimas prolil-hidroxilasa de HIF se estan investigando para la actividad in vivo inductora de EPO.
Otros activadores indirectos del receptor de la EPO incluyen inhibidores del factor de transcripcion GATA-2 (Nakano
y col., 2004, Blood 104:4300-4307), que inhibe de forma ténica la expresién del gen de EPO, y los inhibidores de la
fosfatasa de células hematopoyéticas (HCP o SHP-1), que funcionan como un regulador negativo de la transduccién
de la sefial del receptor de la EPO (Klingmuller y col., 1995, Cell 80:729-738).

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene una variedad de factores de
crecimiento que comparten elementos de secuencia comunes y motivos estructurales. Estas proteinas se conocen
por ejercer efectos bioldgicos sobre una gran variedad de tipos celulares tanto en vertebrados como invertebrados.
Los miembros de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacién de
patrones y la especificacion de tejidos y pueden influir en una variedad de procedimientos de diferenciacion, que
incluyen adipogénesis, miogénesis, condrogénesis, cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis y diferenciacion de
células epiteliales. La familia se divide en dos ramas generales: las ramas BMP/GDF y las TGF-beta/activina/BMP10,
cuyos miembros tienen diversos efectos, a menudo complementarios. Mediante la manipulacién de la actividad de un
miembro de la familia TGF-beta, a menudo, es posible provocar cambios fisiolégicos significativos en un organismo.
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Por ejemplo, las razas de ganado vacuno piamontesa y azul belga llevan una mutacién con pérdida de funcién en el
gen de GDF8 (también denominado miostatina) que provoca un aumento marcado en la masa muscular. Grobet y col.,
Nat Genet. 1997, 17(1):71-4. Ademas, en los seres humanos, los alelos inactivos de GDF8 se asocian con un aumento
de la masa muscular y, segun se informa, una fuerza excepcional. Schuelke y col., N Engl J Med 2004, 350:2682-8.

Las sefales de TGF- estan mediadas por complejos heteroméricos de los receptores de la serina/treonina cinasa de
tipo | y tipo Il, que fosforilan y activan aguas abajo las proteinas Smad tras la estimulacion del ligando (Massagué,
2000, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178). Estos receptores de tipo | y tipo Il son proteinas transmembrana,
compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando con una region rica en cisteina, un dominio transmembrana
y un dominio citoplasmatico con especificidad serina/treonina prevista. Los receptores de tipo | son esenciales para la
sefializacion. Se requieren los receptores de tipo Il para la unién de ligandos y para la expresion de los receptores de
tipo I. Los receptores de la activina de tipo | y Il forman un complejo estable después de la unién al ligando, lo que da
lugar a 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 (Mathews y Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisano y col., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de las
activinas, ActRIIA y ActRIIB pueden interactuar bioquimicamente con otras diversas proteinas de la familia TGF-3,
que incluyen BMP7, Nodal, GDF8 y GDF11 (Yamashita y col., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee y McPherron, 2001,
Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311; Yco y Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh y col., 2002, Genes Dev. 16:2749-
54). ALK4 es el receptor principal de tipo | para las activinas, en particular, para la activina A, y ALK-7 puede cumplir
también la funcion como receptor para las activinas, en particular, para la activina B. En ciertas realizaciones, la
presente invencion se refiere a antagonizar un ligando de los receptores de ActRIIB (también denominados ligando de
ActRIIB) con un polipéptido de la trampa de GDF objeto. Los ejemplos de ligandos de receptores ActRIIB incluyen
algunos miembros de la familia de TGF-B, tales como activina, Nodal, GDF8, GDF11 y BMP7.

La activinas son factores de crecimiento de polipéptidos diméricos que pertenecen a la superfamilia de TGF-beta. Hay
tres formas principales de activina (A, B y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades 8 relacionadas
estrechamente (3aBa, BsPs 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 Bc o fe.
En la superfamilia de TGF-beta, las activinas son factores unicos y multifuncionales que pueden estimular la
produccién de hormonas en células ovaricas y placentarias, respaldar la supervivencia de las células neuronales,
influir en el desarrollo del ciclo celular de forma positiva o negativa en funcion 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; Woodruff, 1998, Biochem Pharmacol. 55:953-963). Por otra parte, se ha descubierto
que el factor de diferenciacion eritroide (FDE) aislado de células leucémicas monociticas humanas estimuladas es
idéntico a la activina A (Murata y col., 1988, PNAS, 85:2434). Se ha apuntado a que la activina A favorece la
eritropoyesis en la médula dsea. En diversos tejidos, la sefalizacion de la activina es antagonizada por su
heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacion de la hormona foliculoestimulante (FSH) de
la pituitaria, la activina favorece la secrecion y sintesis de FSH, mientras que la inhibina impide la secrecion y sintesis
de FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad de la activina y/o unirse a la activina incluyen folistatina
(FS), proteina relacionada con la folistatina (FSRP) y az-macroglobulina.

Las proteinas Nodal tienen funciones en la induccion y formacién del mesodermo y endodermo, asi como en la
organizacion posterior de las estructuras axiales tales como el corazén y el estémago en la embriogénesis temprana.
Se ha demostrado que el tejido dorsal en un embrién de vertebrado en desarrollo contribuye predominantemente a las
estructuras axiales de la placa notocordal y precortal, mientras que recluta células circundantes para formar estructuras
embrionarias no axiales. Nodal parece sefializar tanto a través de receptores de tipo | como de tipo Il y de los efectores
intracelulares conocidos como proteinas Smad. Los estudios recientes respaldan la idea de que ActRIIA y ActRIIB
sirven como receptores de tipo Il para Nodal (Sakuma y col., Genes Cells. 2002, 7:401-12). Se apunta a que los
ligandos de Nogal interactian con sus cofactores (por ejemplo, cripto) para activar los receptores de la activina de tipo
| 'y tipo Il, que fosforilan Smad2. Las proteinas Nodal estan implicadas en muchos acontecimientos cruciales para el
embrién de vertebrado precoz, que incluyen la formacion del mesodermo, patrén anterior y especificacion del eje
izquierda-derecha. Las pruebas experimentales han demostrado que la sefalizacién de Nodal activa pAR3-Lux, un
reportero de luciferasa que se demostré previamente que respondia especificamente a la activina y TGF-beta. Sin
embargo, Nodal es incapaz de inducir pTIx2-Lux, un reportero especificamente sensible a proteinas morfogenéticas
6seas. Los resultados recientes proporcionan pruebas bioquimicas directas de que la sefalizacion de Nodal esta
mediada por la via de la activina-TGF-beta Smads, Smad2 y Smad3. Otra prueba ha demostrado que se requiere la
proteina cripto extracelular para la sefalizacién de Nodal, por lo que es distinta a la sefializacién de activina o TGF-
beta.
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El factor 8 de crecimiento y diferenciacion (GDF8) también se conoce como miostatina. El GDF8 es un regulador
negativo de la masa muscular esquelética. El GDF8 se expresa altamente en el musculo esquelético en desarrollo y
adulto. La mutaciéon anuladora de GDF8 en ratones transgénicos se caracteriza por una hipertrofia e hiperplasia
marcadas del musculo esquelético (McPherron y col., Nature, 1997, 387:83-90). Los aumentos similares en la masa
del musculo esquelético son evidentes en mutaciones de origen natural de GDF8 en el ganado (Ashmore y col., 1974,
Growth, 38:501-507; Swatland y Kieffer, J. Anim. Sci., 1994, 38:752-757; McPherron y Lee, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1997, 94:12457-12461; y Kambadur y col., Genome Res., 1997, 7:910-915) y, sorprendentemente, en los seres
humanos (Schuelke y col., N Engl J Med 2004;350:2682-8). Los estudios también han demostrado que la atrofia
muscular asociada con infeccién por VIH en los seres humanos esta acompafiada de aumentos en la expresion de
proteinas GDF8 (Gonzalez-Cadavid y col., PNAS, 1998, 95:14938-43). Ademas, el GDF8 puede modular la produccion
de enzimas especificas del musculo (por ejemplo, la creatina cinasa) y modular la proliferaciéon celular de mioblastos
(WO 00/43781). El propéptido de GDF8 se puede unir de forma no covalente al dimero del dominio de GDF8 maduro,
al inactivar su actividad biolégica (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 a GDF8 o
relacionadas estructuralmente con las proteinas y que inhiben su actividad biolégica incluyen folistatina vy,
potencialmente, proteinas relacionadas con folistatina (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). El GDF-11 se expresa en el brote de la cola, brote de las
extremidades, arcos maxilares y mandibulares y ganglios de la raiz dorsal durante el desarrollo del raton (Nakashima
y col., 1999, Mech. Dev. 80: 185-189). El GDF-11 desempefia un papel Unico en la formacién del patron tanto del tejido
mesodérmico como del neural (Gamer y col., 1999, Dev Biol., 208:222-32). EI GDF11 demostré ser un regulador
negativo de la condrogénesis y la miogénesis en el desarrollo de las extremidades de polluelos (Gamer y col., 2001,
Dev Biol. 229:407-20). La expresion de GDF11 en el musculo también apunta a su papel en la regulacion del
crecimiento muscular de una manera similar a GDF8. Ademas, la expresion de GDF11 en el cerebro apunta a que
GDF11 también puede poseer actividades que se relacionan con la funcién del sistema nervioso. Curiosamente, se
encontré que el GDF-11 inhibe la neurogénesis en el epitelio olfativo (Wu y col., 2003, Neuron. 37:197-207). Por lo
tanto, el GDF-11 puede tener aplicaciones in vitro e in vivo en el tratamiento de enfermedades tales como
enfermedades musculares y enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica).

La proteina morfogenética 6sea (BMP7), también denominada proteina osteogénica 1 (OP-1), es conocida por inducir
la formacion de cartilagos y huesos. Ademas, la BMP7 regula una gran variedad de procesos fisiologicos. Por ejemplo,
la BMP-7 puede ser el factor osteoinductor responsable del fendmeno de la osteogénesis epitelial. También se
descubrié que la BMP7 desempefa un papel en la regulacion del calcio y la homeostasis 6sea. 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 complejos de receptores heteroméricos. El principal receptor de tipo | BMP7 observado fue
ALK2, mientras que la activina se unid exclusivamente a ALK4 (ActRIIB). La BMP7 y la activina provocaron respuestas
bioldgicas distintas y activaron diferentes vias de Smad (Macias-Silva y col., 1998, J Biol Chem. 273:25628-36).

Como se ha demostrado en esta solicitud, un polipéptido de la trampa de GDF, que es una variante del polipéptido
ActRIIB (ActRIIB), es mas efectivo en el aumento de los niveles de glébulos rojos in vivo en comparaciéon con un
polipéptido ActRIIB soluble de origen natural y tiene efectos beneficiosos en una variedad de modelos para anemias.
Ademas, se ha demostrado que el uso de un polipéptido de la trampa de GDF en combinacién con un activador del
receptor de la EPO provoca un aumento sustancial en la formacion de gldbulos rojos. Cabe sefalar que la
hematopoyesis es un procedimiento complejo, regulado por una variedad de factores, que incluyen la eritropoyetina,
G-CSF y homeostasis del hierro. Las expresiones "aumentar los niveles de glébulos rojos" y "favorecer la formacion
de glébulos rojos" se refieren a las métricas clinicamente observables, tales como los recuentos de hematocritos,
glébulos rojos y las mediciones de hemoglobina, y se pretenden que sean neutros en cuanto al mecanismo por el cual
se producen cambios de este tipo.

Ademas de estimular los niveles de glébulos rojos, los polipéptidos de la trampa de GDF son utiles para una variedad
de aplicaciones terapéuticas, que incluyen, por ejemplo, favorecer el crecimiento muscular (véanse las publicaciones
PCT n.° WO 2006/012627 y WO 2008/097541.

En ciertos aspectos, cuando se administra un polipéptido de la trampa de GDF con el propésito de aumentar musculo,
puede ser deseable reducir o minimizar los efectos sobre los glébulos rojos. Mediante el control de diversos parametros
hematoldgicos en pacientes en tratamiento con, o que son candidatos para el tratamiento con, un polipéptido de la
trampa de GDF, la dosificacién apropiada (que incluye las cantidades y la frecuencia de administracion) se puede
determinar en funcién de las necesidades de cada paciente, los parametros hematoldgicos iniciales y el propdsito del
tratamiento. Asimismo, el progreso terapéutico y los efectos sobre uno o mas parametros hematoldgicos en el tiempo
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pueden ser Utiles en la gestion de pacientes a los que se les ha dosificado un polipéptido de la trampa de GDF al
facilitar la asistencia sanitaria, determinar una dosificacion de mantenimiento apropiada (tanto cantidad como
frecuencia), etc.

Los términos usados en esta memoria descriptiva tienen en general sus significados normales en la técnica, dentro
del contexto de esta invencion y en el contexto especifico donde se usa cada término. Ciertos términos se analizan a
continuacioén o en otra parte de la memoria descriptiva para proporcionar una guia adicional al médico de cabecera al
describir las composiciones y procedimientos de la descripcion y como 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 el término.

"Aproximadamente” significara en general un grado aceptable de error para la cantidad medida dada la naturaleza o
precision de las mediciones. Tipicamente, los grados ejemplares de error dentro de un 20 por ciento (%),
preferiblemente, dentro de un 10 % y, mas preferiblemente, dentro de un 5 % de un valor o intervalo dado de valores.

De forma alternativa y en sistemas bioldgicos en particular, el término "aproximadamente" puede significar valores que
se encuentran dentro de un orden de magnitud, preferiblemente, dentro de 5 veces y, mas preferiblemente, dentro de
2 veces un valor dado. Las cantidades numéricas dadas en esta solicitud son aproximadas a menos que se indique lo
contrario, lo que significa que el término "aproximadamente" se puede inferir cuando no se indique expresamente.

Los procedimientos de la descripcion pueden incluir etapas para comparar secuencias entre si, que incluyen secuencia
de tipo natural de uno o mas mutantes (variantes de secuencia). Las comparaciones de este tipo comprenden
tipicamente alineamientos de secuencias poliméricas, por ejemplo, al usar programas y/o algoritmos de alineamiento
de secuencias que son conocidos en la técnica (por ejemplo, BLAST, FASTA y MEGALIGN, por nombrar unos pocos).
El experto en la técnica puede apreciar faciimente que, en los alineamientos de este tipo, donde una mutacion contiene
una insercion o delecion de residuos, el alineamiento de secuencias introducira un "hueco" (normalmente representado
por un guion, o "A") en la secuencia polimérica que no contiene el residuo insertado o eliminado.

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

La expresion "similitud de secuencia", en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de identidad o
correspondencia entre las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos que pueden compartir 0 no un origen
evolutivo comun.

Sin embargo, en el uso comun y en esta solicitud, el término "homadlogo", cuando se modifica con un adverbio tal como
"altamente”, se puede referir a similitud de secuencia y puede o no puede estar relacionado con un origen evolutivo
comun.

2. Polipéptidos de la trampa de GDF

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a polipéptidos de la trampa de GDF, por ejemplo, variantes de polipéptidos
ActRIIB solubles, que incluyen, por ejemplo, fragmentos, variantes funcionales y formas modificadas de polipéptidos
ActRIIB. En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF tienen al menos una actividad bioldgica similar o
igual que un polipéptido ActRIIB de origen natural correspondiente. Por ejemplo, un polipéptido de la trampa de GDF
de la descripcion puede unirse e inhibir la funciéon de un ligando de ActRTTB (por ejemplo, activina A, activina AB,
activina B, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). Opcionalmente, un polipéptido de la trampa de GDF aumenta los niveles
de glébulos rojos. Los ejemplos de polipéptidos de la trampa de GDF incluyen polipéptidos precursores ActRIIB
humanos (SEQ ID NO: 1 o 39) que tienen una o mas variaciones de secuencia, y polipéptidos ActRIIB solubles
humanos (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 y 41) que tienen una o mas variaciones de
secuencia. Una trampa de GDF se refiere a un polipéptido ActRIIB que tiene una afinidad disminuida por la activina
con respecto a otros ligandos de ActRIIB, que incluyen, por ejemplo, GDF11 y/o miostatina.

Como se usa en esta solicitud, el término "ActRIIB" se refiere a una familia de proteinas del receptor de la activina de
tipo IIb (ActRIIB) procedentes de cualquier especie y variantes derivadas de dichas proteinas ActRIIB mediante
mutagénesis u otra modificacion. Con respecto a proteinas ActRIIB, en esta solicitud, se entiende que es una
referencia a cualquiera de las formas identificadas en la actualidad. Los miembros de la familia de proteinas ActRIIB
son en general proteinas transmembrana, compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando con una region
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rica en cisteina, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con especificidad serina/treonina cinasa
prevista. Las secuencias de aminoacidos del dominio soluble extracelular de ActRIIA humano (proporcionado para
comparacion) y del dominio extracelular soluble de ActRIIB se ilustran en la figura 1.

La expresion "polipéptido ActRIIB" incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido de origen natural de un
miembro de la familia de ActRIIB, asi como variantes del mismo (que incluyen mutantes, fragmentos, fusiones y formas
peptidomiméticas) que conservan una actividad util. Véase, por ejemplo, la publicacion internacional WO 2006/012627.
Por ejemplo, los polipéptidos ActRIIB incluyen polipéptidos derivados de una secuencia de cualquier ActRIIB conocido
que tiene una secuencia al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia de un polipéptido ActRIIB vy,
opcionalmente, al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o una identidad mayor. Por ejemplo, un polipéptido ActRIIB
se puede unir e inhibir la funcién de una proteina ActRIIB y/o activina. Un polipéptido ActRIIB que es una trampa de
GDF se puede seleccionar para detectar actividad en la promocién de la formacion de glébulos rojos in vivo. Los
ejemplos de polipéptidos ActRIIB incluyen el polipéptido precursor ActRIIB humano (SEQ ID NO: 1y 39) y polipéptidos
ActRIIB solubles humanos (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 y 41). La numeracion de
los acidos nucleicos para todos lo polipéptidos relacionados con ActRIIB descritos en esta solicitud se basan en la
numeracion para SEQ ID NO:1, a menos que se designe especificamente lo contrario.

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

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAETRECIYYNANWE LERTQSGLERC

EGEQDKRLHCYASWW@SSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLOQLLEIK
ARGRFGCVWKAQLMNDEVAVKIFPLODKQSWQSEREIFSTPGMKHENLL
OFTAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETM
SRGLSYLHEDVPWCRGEGHKPSIAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADEGLA
VRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFORDAFLRIDMYAMGLV
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEEIGQHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS

DCLVSLVTSVTINVDLPPKESSI (SEQ ID NO: 1)

El péptido senalizador tiene subrayado sencillo; el dominio extracelular estd en negrita y los posibles sitios de
glucosilacion con enlaces N-glucosidicos estan en recuadros.

También se documenta en la bibliografia, una forma con una alanina en la posicion 64 que es la siguiente:
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MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAETRECIYYNANWE LERTQSGLERC

EGEQDKRLHCYASWH@SSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLOLLEIK
ARGREFGCVWKAQLMNDEVAVKIFPLODKOSWOQSEREIFSTPGMKHENLL
QFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETM
SRGLSYLHEDVPWCRGEGHKPS IAHRDEFKSKNVLLKSDLTAVLADEGLA
VRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFORDAFLRIDMYAMGLV
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEEIGOHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS

DCLVSLVTSVINVDLPPKESSI (SEQ ID NO: 39)
La secuencia del polipéptido procesado soluble (extracelular) ActRIIB humano es la siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNEFCNERETHLP

EAGGPEVTYEPPPTAPT (SEQIDNO:2)

La forma alternativa con un A64 es la siguiente:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVRKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNEREFTHLP
EAGGPEVTYEPPPTAPT (SEQ ID NO: 40)

En algunas condiciones, la proteina se puede producir con una secuencia "SGR ..." en el extremo N-terminal. La "cola"
carboxiterminal del dominio extracelular esta subrayada. La secuencia con la "cola" eliminada (una secuencia A15) es
la siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNEFCNERETHLP
EA (SEQ ID NO: 3)

La forma alternativa con un A64 es la siguiente:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDEFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLP
EA (SEQ ID NO: 41)

En algunas condiciones, la proteina se puede producir con una secuencia "SGR ..." en el extremo N. La secuencia de
acido nucleico que codifica una proteina precursora ActRIIB humana es la siguiente: (nucleétidos 5-1543 de la entrada
de GenBank NM_001 106) (la secuencia como se muestra proporciona una alanina en la posicion 64 y se puede
modificar para proporcionar una arginina en lugar)
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ATGACGGCGCCCTGGGETGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCGCTGTGGC
CCGGCTCTGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAA
CGCCAACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGC
GAAGGCGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACA
GCTCTGGCACCATCGAGCICGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTT
CAACTGCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAG
GTGTACTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTC
ATTTGCCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGAC
AGCCCCCACCCTGCTCACGGTGCTGGCCTACTCACTGCTGCCCATCGGG
GGCCTTTCCCTCATCGTCCTGCTGGCCTTTTGGATGTACCGGCATCGCA
AGCCCCCCTACGGTCATGTGGACATCCATGAGGACCCTGGGECCTCCALCC
ACCATCCCCTCTGGTGGGCCTGAAGCCACTGCAGCTGCTGGAGATCAAG
GCTCGGGGGCGCTTTGGCTGTGTCTGGAAGGCCCAGCTCATGAATGACT
TTGTAGCTGTCAAGATCTTCCCACTCCAGGACAAGCAGTCGTGGCAGAG
TGAACGGGAGATCTTCAGCACACCTGGCATGAAGCACGAGAACCTGCTA
CAGTTCATTGCTGCCGAGAAGCGAGGCTCCAACCTCGAAGTAGAGCTGT
GGCTCATCACGGCCTTCCATGACAAGGGCTCCCTCACGGATTACCTCAA
GGGGAACATCATCACATGGAACGAACTGTGTCATGTAGCAGAGACGATG
TCACGAGGCCTCTCATACCTGCATGAGGATGTGCCCTGGTGCCGTGGCG
AGGGCCACAAGCCGTCTATTGCCCACAGGGACTTTAAAAGTAAGAATGT
ATTGCTGAAGAGCGACCTCACAGCCGTGCTGGCTGACTTTGGCTTGGCT
GTTCGATTTGAGCCAGGGAAACCTCCAGGGGACACCCACGGACAGGTAG
GCACGAGACGGTACATGGCTCCTGAGGTGCTCGAGGGAGCCATCAACTT
CCAGAGAGATGCCTTCCTGCGCATTGACATGTATGCCATGGGGTTGGTG
CTGTGGGAGCTTGTGTCTCGCTGCAAGGCTGCAGACGGACCCGTGGATG
AGTACATGCTGCCCTTTGAGGAAGAGATTGGCCAGCACCCTTCGTTGGA
GGAGCTGCAGGAGGTGGTGGTGCACAAGAAGATGAGGCCCACCATTAAA
GATCACTGGTTGAAACACCCGGGCCTGGCCCAGCTTTGTGTGACCATCG
AGGAGTGCTGGGACCATGATGCAGAGGCTCGCTTGTCCGCGGGCTGTGT
GGAGGAGCGGGTGTCCCTGATTCGGAGGTCGGTCAACGGCACTACCTCG
GACTGTCTCGTTTCCCTGGTGACCTCTGTCACCAATGTGGACCTGCCCC
CTAAAGAGTCAAGCATCTAA (SEQID NO: 4)
5 La secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido soluble (extracelular) ActRIIB humano es el siguiente (la

secuencia que se muestra proporciona una alanina en la posicién 64 y se puede modificar para proporcionar una
arginina en su lugar):
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GGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAACGCCAACT
GGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGCGAAGGCGA
GCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACAGCTCTGGC
ACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTTCAACTGCT
ACGATAGGCAGGAGTGTGIGGCCACTGAGGAGAACCCCCAGGTGTACTT
CTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTCATTTGCCA

GAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGACAGCCCCCA
CC (SEQ ID NO:5)

En una realizacion especifica, la invencién se refiere a polipéptidos de la trampa de GDF que son formas variantes de
polipéptidos ActRIIB solubles. Como se describe en esta solicitud, la expresién "polipéptido ActRIIB soluble" se refiere
en general a polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina ActRIIB. La expresion "polipéptido
ActRIIB soluble", como se usa en esta solicitud, incluye cualquier dominio extracelular de origen natural de una
proteina ActRIIB asi como cualquier variante de la misma (que incluye mutantes, fragmentos y formas
peptidomiméticas) que conservan una actividad util. Por ejemplo, el dominio extracelular de una proteina ActRIIB se
une a un ligando y es en general soluble. Los ejemplos de polipéptidos ActRIIB solubles incluyen polipéptidos solubles
ActRIIB (por ejemplo, SEQ ID NO: 22, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 y 41). Otros ejemplos de polipéptidos ActRIIB
solubles comprenden una secuencia sefial ademas del dominio extracelular de una proteina ActRIIB, véase el ejemplo
1. La secuencia sefal puede ser una secuencia sefial natural de un ActRIIB, o una secuencia sefial procedente de
otra proteina, tal como una secuencia sefial del activador tisular del plasminégeno (APT) o una secuencia sefial de
melitina de miel de abeja (HBM).

La descripcion identifica porciones y variantes de ActRIIB activas funcionalmente. Los solicitantes han comprobado
que una proteina de fusion Fc que tiene la secuencia descrita por Hilden y col. (Blood. 15 de abril de 1994;83(8):2163-
70), que tiene una alanina en la posicion que corresponde al aminoacido 64 del SEQ ID NO: 1 (A64), tiene una afinidad
relativamente baja para la activina y GDF-11. Por el contrario, la misma proteina de fusién Fc con una arginina en la
posicion 64 (R64) tiene una afinidad para la activina y GDF-11 en el intervalo de nanomolar bajo y picomolar alto. Por
lo tanto, una secuencia con un R64 se usa como la secuencia de referencia de tipo natural para ActRIIB humano en
esta descripcion.

Attisano y col. (Cell. 10 de enero de 1992;68(1):97-108) demostraron que una delecién del nudo de prolina en el
extremo C-terminal del dominio extracelular de ActRIIB redujo la afinidad del receptor para activina. Una proteina de
fusion ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-119 del SEQ ID NO: 1, "ActRIIB (20-119)-Fc", ha reducido la unién
a GDF-11 y a activina con respecto a una ActRIIB (20-134)-Fc, que incluye la regién de nudo de prolina y el dominio
yuxtamembrana completo. Sin embargo, una proteina ActRIIB (20-129)-Fc conserva una actividad similar sino un poco
reducida con respecto al tipo natural, incluso aunque se perturbe la regiéon de nudo de prolina. Por tanto, los dominios
extracelulares de ActRIIB que se detienen en el aminoacido 134, 133, 132, 131, 130 y 129 se espera que estén todos
activos, pero las construcciones que se detienen en 134 o 133 pueden estar mas activas. De forma similar, no se
espera que las mutaciones en cualquiera de los residuos 129-134 alteren la afinidad de unién al ligando por un margen
grande. Para respaldar esto, las mutaciones de P129 y P130 no disminuyen sustancialmente la unién al ligando. Por
lo tanto, un polipéptido de la trampa de GDF que es una proteina de fusién ActRIIB-Fc puede terminar tan pronto como
el aminoacido 109 (la cisteina final), sin embargo, se espera que las formas que terminan en o entre 109 y 119 tengan
una unién reducida al ligando. El aminoacido 119 esta mal conservado y, por tanto, se altera o trunca facilmente. Las
formas que terminan en 128 o mas adelante conservan la actividad de union al ligando. Las formas que terminan en
o entre 119 y 127 tendran una capacidad de union intermedia. Puede ser deseable el uso de cualquiera de estas
formas, en funcion de la situacién clinica o experimental.

En el extremo N-terminal de ActRIIB, se espera que una proteina que comienza en el aminoacido 29 o antes conserve
la actividad de unién al ligando. El aminoacido 29 representa la cisteina inicial. Una mutacién alanina a asparagina en
la posicion 24 introduce una secuencia de glucosilacion con enlaces N-glucosidicos sin afectar sustancialmente a la
unién al ligando. Esto confirma que se toleran bien las mutaciones en la region entre el péptido de escision sefializador
y la region reticulada de la cisteina, que se corresponde con los aminoacidos 20-29. En particular, se espera también
que las construcciones que comienzan en la posicion 20, 21, 22, 23 y 24 conserven su actividad, y las construcciones
que comienzan en las posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 conserven la actividad. Los datos mostrados en los ejemplos
demuestran que, sorprendentemente, una construccion que comienza en 22, 23, 24 o 25 tendra la mayor actividad.
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Tomados en conjunto, una porcion activa de ActRIIB comprende los aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1 y las
construcciones de la trampa de GDF pueden comprender, por ejemplo, una porcién de ActRIIB que comienza en un
residuo correspondiente a los aminoacidos 20-29 del SEQ ID NO: 1 o 39 y que termina en una posicién que
corresponde a los aminoacidos 109-134 del SEQ ID NO: 1 o 39. Otros ejemplos incluyen construcciones que
comienzan en una posicion de 20-29 o 21-29 y terminan en una posicion de 119-134, 119-133, 129-134, o0 129-133
del SEQ ID NO: 1 o 39. Otros ejemplos incluyen construcciones que comienzan en una posicion de 20-24 (21-24 o
22-25) y terminan en una posicion de 109-134 (o 109-133), 119-134 (0 119-133) 0 129-134 (0 129-133) del SEQ ID
NO: 1 0 39. También se contemplan variantes dentro de estos intervalos, en particular, las que tienen al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % de identidad con la parte correspondiente del SEQ ID NO: 1 o 39. En ciertos aspectos,
el polipéptido de la trampa de GDF comprende, consiste esencialmente en, o consiste en un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a
los residuos de los aminoacidos 25-131 del SEQ ID NO: 1 o 39. En ciertos aspectos, el polipéptido de la trampa de
GDF comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a los SEQ ID NO: 7, 26, 28,
29, 32, 37 0 38. En aspectos preferidos, el polipéptido de la trampa de GDF consiste en, o consiste esencialmente en,
la secuencia de aminoacidos de los SEQ ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 o 38.

La descripcion incluye los resultados de un analisis de estructuras compuestas de ActRIIB, mostradas en la figura 1,
lo que demuestra que el sitio de unién a ligando se define 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 las mutaciones R40A, K55A,
F82A y mutaciones en la posicion L79. R40 es un K en Xenopus, lo que indica que se toleraran los aminoacidos
basicos en esta posicion. Q53 es R en ActRIIB bovino y K en ActRIIB de Xenopus y, por lo tanto, se toleraran los
aminoacidos que incluyen R, K, Q, N y H en esta posicion. Por tanto, una formula general para una proteina de la
trampa de GDF que comprende los aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1 o 39, pero que comienzan opcionalmente
en una posicion que oscila de 20-24 o 22-25 y que terminan en una posicion que oscila de 129-134, y que comprenden
no mas de 1, 2, 5, 10 o 15 cambios conservadores de aminoacidos en el sitio de unién a ligando, y cero, una o mas
alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 en el sitio de unién a ligando. Una proteina
de este tipo puede conservar mas de un 80 %, 90 %, 95 % o0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1 o 39. Los sitios fuera del sitio de unién, en los que se puede tolerar
particularmente bien la variabilidad, incluyen los extremos amino y carboxi del dominio extracelular (como se indico
anteriormente) y las posiciones 42-46 y 65-73. Una alteracion de asparagina a alanina en la posicion 65 (N65A) mejora
en realidad la unién al ligando en el fondo de A64 vy, por tanto, se espera que no tenga un efecto perjudicial sobre la
unién al ligando en el fondo de R64. Este cambio probablemente elimina la glucosilacién en N65 en el fondo de A64,
lo que demuestra que es probable que se tolere un cambio significativo en esta regién. 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.

ActRIIB se conserva bien a través de casi todos los vertebrados, con grandes extensiones de dominio extracelular
conservadas por completo. Muchos de los ligandos que se unen a ActRIIB se conservan altamente también. En
consecuencia, las comparaciones de secuencias de ActRIIB de diversos organismos vertebrados proporciona una
vision de los residuos que se pueden ser alterar. Por lo tanto, una variante del polipéptido ActRIIB humano activo util
como trampa de GDF puede incluir uno o mas aminoacidos en las posiciones correspondientes de la secuencia de
otro ActRIIB de vertebrado, o puede incluir un residuo que es similar al de otra secuencia humana o de otros
vertebrados. Los siguientes ejemplos ilustran esta estrategia para definir una variante de ActRIIB activa. L46 es una
valina en ActRIIB de Xenopus, por lo que esta posicion se puede alterar y, opcionalmente, se puede alterar a otro
residuo hidréfobo, tal como V, 1 o F, o un residuo no polar tal como A. E52 es un K en Xenopus, lo que indica que este
sitio puede ser tolerante a una amplia variedad de cambios, que incluye residuos polares, tales como E, D, K, R, H, S,
T, P, G, Y y probablemente A. T93 es un K en Xenopus, lo que indica que se tolera una amplia variacién estructural
en esta posicidn, con residuos polares favorecidos, tales como S, K, R, E, D, H, G, P, Ge Y. F108 es un Y en Xenopus
y, por lo tanto, se deberia tolerar Y u otro grupo hidréfobo, tal como I, Vo L. E111 es K en Xenopus, lo que indica que
se toleraran residuos cargados en esta posicion, que incluyen D, R, Ky H, asi como Q y N. R112 es K en Xenopus, lo
que indica que se toleran los residuos basicos en esta posicion, que incluyen Ry H. A en la posicion 119 se conserva
relativamente mal y aparece como P en roedores y V en Xenopus, por tanto, se debe tolerar esencialmente cualquier
aminodcido en esta posicion.

La descripcion demuestra que la adicion de otro sitio de glucosilacion con enlaces N-glucosidicos (N-X-S/T) aumenta
la semivida sérica de una proteina de fusién ActRIIB-Fc, con respecto a la forma ActRIIB (R64)-Fc. Mediante la
introduccién de una asparagina en la posicién 24 (construccion A24N), se crea una secuencia de NXT que confiere
una semivida mas larga. Se encontraron otras secuencias de NX(T/S) en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aunque los
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ultimos pueden no glucosilarse eficientemente con el R en la posicién 64. Las secuencias de N-X-S/T se pueden
introducir en general en posiciones fuera del sitio de unién a ligando definido en la figura 1. Los sitios especialmente
adecuados para la introduccion de secuencias de N-X-S/T no enddégenas incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-
25, 109-134, 120-134 o0 129-134. Las secuencias de N-X-S/T también se pueden introducir en el conector entre la
secuencia de ActRIIB y el Fc u otro componente de fusién. Se puede introducir un sitio de este tipo con el minimo
esfuerzo mediante la introduccion de un N en la posicién correcta con respecto a un S o T preexistente, 0 mediante la
introduccion de un S o T en una posicion correspondiente a un N preexistente. Por tanto, las alteraciones deseables
que crearia un sitio de glucosilacion con enlaces N-glucosidicos son: A24N, R64N, S67N (posiblemente combinada
con una alteracion N65A), E106N, R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S y R112T. Cualquier S que se
predice que esta glucosilado se puede alterar a un T sin crear un sitio inmunogénico, debido a la proteccion permitida
por la glucosilaciéon. Del mismo modo, cualquier T que se predice que esta glucosilado se puede alterar a un S. Por
tanto, se contemplan las alteraciones S67T y S44T. Del mismo modo, en una variante A24N, se puede usar una
alteracion S26T. En consecuencia, una trampa de GDF puede ser una variante de ActRIIB que tiene una o mas
secuencias de consenso de glucosilaciéon con enlaces N-glucosidicos no endégenas adicionales.

La posicion L79 de ActRIIB se puede alterar para conferir propiedades de unién a activina-miostatina (GDF-11)
alteradas. L79A o L79P reduce la unién a GDF-11 en mayor medida que la unién a activina. L79E o L79D conserva la
union a GDF-11. De forma notable, las variantes L79E y L79D han reducido en gran medida la unién a activina. Los
experimentos in vivo indican que estos receptores que no son de activina conservan una capacidad significativa para
aumentar los glébulos rojos, pero muestran efectos disminuidos en otros tejidos. Estos datos demuestran la
conveniencia y viabilidad para obtener polipéptidos con efectos reducidos sobre la activina. En aspectos ejemplares,
los procedimientos descritos en esta solicitud usan un polipéptido de la trampa de GDF que es una variante del
polipéptido ActRIIB que comprende un aminoacido acido (por ejemplo, D o E) en la posicion correspondiente a la
posicion 79 del SEQ ID NO: 1 o 39, opcionalmente, en combinacién con una o mas sustituciones, adiciones o
deleciones aminoacidicas adicionales.

Las variaciones descritas se pueden combinar de diversas maneras. Adicionalmente, los resultados del programa de
mutagénesis descritos en esta solicitud indican que hay posiciones de aminoacidos en ActRIIB que a menudo es
beneficioso conservarlas. Estas incluyen la posicién 64 (aminoacido basico), la posicion 80 (aminoacido acido o
hidréfobo), posicion 78 (hidréfobo y, en particular, triptéfano), posicion 37 (acido y, en particular, acido aspartico o
glutamico), posicién 56 (aminoacido basico), posicion 60 (aminoacido hidréfobo, en particular, fenilalanina o tirosina).
Asi, en cada una de las variantes descritas en esta solicitud, la descripcion proporciona una estructura de aminoacidos
que se puede conservar. Otras posiciones que puede ser deseable conservar son las siguientes: la posicion 52
(aminoacido acido), posicion 55 (aminoacido basico), posicion 81 (acido), 98 (polar o cargada, en particular, E, D, R o
K).

En ciertos aspectos, se pueden obtener fragmentos aislados de polipéptidos ActRIIB mediante cribado de polipéptidos
producidos de forma recombinante procedentes del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica un
polipéptido ActRIIB (por ejemplo, SEQ ID NO: 4 y 5). Ademas, los fragmentos se pueden sintetizar quimicamente
usando técnicas conocidas en la técnica, tales como la técnica en fase sélida de Merrifield o las técnicas quimicas f-
Moc o t-Boc convencionales. Los fragmentos se pueden producir (de forma recombinante o por sintesis quimica) y
someter a prueba para identificar aquellos fragmentos de peptidilo que pueden funcionar, por ejemplo, como
antagonistas (inhibidores) o agonistas (activadores) de una proteina ActRIIB o un ligando de ActRIIB.

En ciertos aspectos, el polipéptido de la trampa de GDF es una variante del polipéptido ActRIIB que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre
los SEQ ID NO: 2, 3,7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 0 41. En ciertos casos, la trampa de GDF tiene una secuencia
de aminoacidos al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre los SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 o0 41. En ciertos aspectos, la
trampa de GDF comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre
los SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 o 41, donde la posicion correspondiente a L79 del SEQ ID NO:
1 es un aminoacido acido (por ejemplo, un residuo de aminoacido D o E).

En ciertos aspectos, la presente descripcidon contempla preparar variantes funcionales mediante la modificacion de la
estructura de un polipéptido de la trampa de GDF para dichos propdsitos como mejorar la eficiencia terapéutica o
estabilidad (por ejemplo, semivida ex vivo o resistencia a la degradacion proteolitica in vivo). Los polipéptidos de la
trampa de GDF se pueden producir también mediante sustitucion, delecién o adicién aminoacidica. Por ejemplo, es
razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato,
una treonina con una serina, o un reemplazo similar de un aminoacido con un aminoacido relacionado estructuralmente
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(por ejemplo, mutaciones conservadoras) no tendra un efecto importante sobre la actividad biolégica de la molécula
resultante. Los reemplazos conservadores son aquellos que se llevan a cabo dentro de una familia de aminoacidos
gue estan relacionados respecto a sus cadenas laterales. Si un cambio en la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de la trampa de GDF da lugar a una variante funcional, se puede determinar facilmente mediante la
evaluacién de la capacidad del polipéptido de la trampa de GDF para producir una respuesta en las células con
respecto al polipéptido de la trampa de GDF no modificado o un polipéptido ActRIIB de tipo natural, o para unirse a
uno o mas ligandos, tales como la activina, GDF-11 o miostatina en comparacién con el polipéptido de la trampa de
GDF no modificado o un polipéptido ActRIIB de tipo natural.

En ciertos aspectos especificos, la presente descripcion contempla realizar mutaciones en el dominio extracelular
(también denominado como dominio de union a ligando) de un polipéptido ActRIIB, de modo que el polipéptido ActRIIB
tenga actividades de union a ligando (por ejemplo, afinidad de unién o especificidad de unién) alteradas. En ciertos
aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF de este tipo tienen afinidad de unién alterada (elevada o reducida)
para un ligando especifico. En otros casos, los polipéptidos de la trampa de GDF tienen especificidad de union alterada
para los ligandos de ActRIIB.

Por ejemplo, la descripcion proporciona polipéptidos de la trampa de GDF que se unen preferiblemente a
GDF8/GDF11 con respecto a las activinas. La descripcion establece ademas la conveniencia de los polipéptidos de
este tipo para reducir los efectos inespecificos, aunque las variantes selectivas de este tipo pueden ser menos
deseables para el tratamiento de enfermedades graves, donde pueden ser necesarias ganancias muy grandes en los
niveles de globulos rojos para el efecto terapéutico y donde es deseable un cierto nivel de efecto inespecifico. Por
ejemplo, los residuos de aminoacidos de la proteina ActRIIB, tales como E39, K55, Y60, K74, W78, D80 y F101, estan
en el sitio de union a ligando y median la union a sus ligandos, tales como la activina y GDF8. Por tanto, la presente
descripcion proporciona una trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando (por ejemplo, dominio de
union a GDF8) alterado de un receptor ActRIIB, que comprende una o mas mutaciones en esos residuos de
aminoacidos. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado puede tener una mayor selectividad para un
ligando de este tipo tal como GDF8 con respecto a un dominio de unién a ligando de tipo natural de un receptor ActRIIB.
Para ilustrar, estas mutaciones aumentan la selectividad del dominio de unién a ligando para GDF8 sobre la activina.
Opcionalmente, un dominio de unién a ligando alterado tiene una relacion entre Kq para unién a activina y Kq para
union a GDF8 que es al menos 2, 5, 10 o, incluso, 100 veces mayor con respecto a la relacion para el dominio de
unién a ligando de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado tiene una relacion entre ICso
para inhibir la activina e ICso para inhibir GDF8 que es al menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces mayor con respecto al
dominio de unién al ligando de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado inhibe GDF8 con
una ICsp al menos 2, 5, 10 o incluso 100 veces menor que la ICso para la inhibicién de la 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 la trampa de GDF
que se une preferencialmente a GDF8, pero no a activina. Preferiblemente, el residuo D80 se cambia a un residuo de
aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste en: un residuo de aminoacido no cargado, un residuo de
aminoacido negativo y un residuo de aminoacido hidréfobo. Como otro ejemplo especifico, el residuo hidréfobo, L79,
se puede alterar a los aminoacidos acidos acido aspartico o acido glutamico para reducir en gran medida la unién a
activina mientras se conserva la union a GDF11. Como reconocera un experto en la técnica, la mayoria de las
mutaciones, variantes o modificaciones descritas se pueden realizar a nivel de acido nucleico o, en algunos casos,
mediante modificacién postraduccional o sintesis quimica. Las secuencias de este tipo se conocen en la técnica.

En ciertos aspectos, la presente descripcion contempla polipéptidos de la trampa de GDF que tienen mutaciones
especificas en ActRIIB para alterar la glucosilacion del polipéptido ActRIIB. Los sitios de glucosilaciéon ejemplares en
polipéptidos de la trampa de GDF se ilustran en la figura 1 (por ejemplo, los sitios NX(S/T) subrayados). Las
mutaciones de este tipo se pueden seleccionar para introducir o eliminar uno o mas sitios de glucosilacion, tales como
sitios de glucosilacion con enlaces O-glucosidicos o N-glucosidicos. Los sitios de reconocimiento de glucosilacion
unidos a asparagina comprenden en general una secuencia tripeptidica, asparagina-X-treonina (donde "X" es
cualquier aminoacido) que reconoce especificamente enzimas de glucosilacion celular apropiadas. La modificacion
también se puede realizar mediante la adicion, o sustitucion por, uno o mas residuos de serina o treonina en la
secuencia del polipéptido ActRIIB de tipo natural (para sitios de glucosilacion con enlaces O-glucosidicos). Una
variedad de sustituciones o deleciones aminoacidicas en una o ambas de las primeras y segundas posiciones de
aminoacidos de un sitio de reconocimiento de glucosilacion (y/o delecidon de aminoacidos en la segunda posicion) da
lugar a la ausencia de glucosilaciéon en la secuencia tripeptidica modificada. Otro medio para aumentar el numero de
restos de carbohidratos en un polipéptido de la trampa de GDF es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de
glucésidos al polipéptido de la trampa de GDF. En funcién del modo de acoplamiento usado, el/los glucido(s) se
puede(n) unir a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c) grupos sulfhidrilo libres, tales como aquellos de
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cisteina; (d) grupos hidroxilo libres, tales como aquellos de serina, treonina o hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos,
tales como aquellos de fenilalanina, tirosina o triptéfano; o (f) el grupo amida de glutamina. Estos procedimientos se
describen en los documentos WO 87/05330 y Aplin y Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306. La
eliminacion de uno o més restos de carbohidratos presentes en un polipéptido de la trampa de GDF se puede conseguir
de forma quimica y/o enzimatica. La desglucosilacion quimica puede implicar, por ejemplo, exponer el polipéptido de
la trampa de GDF al compuesto de acido trifluorometanosulfénico o a un compuesto equivalente. Este tratamiento da
lugar a la escision de la mayor parte o de todos los glucidos excepto el glucido de enlace (N-acetilglucosamina o N-
acetilgalactosamina), mientras se deja intacta la secuencia de aminoacidos. La desglucosilacion quimica se describe
ademas por Hakimuddin y col. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y por Edge y col. (1981) Anal. Biochem. 118:131.
La escision enzimatica de restos de carbohidratos en los polipéptidos de la trampa de GDF se puede lograr mediante
el uso de una variedad de endo y exo-glucosidasas como se describe por Thotakura y col. (1987) Meth. Enzymol.
138:350. La secuencia del polipéptido de la trampa de GDF se puede ajustar, segun sea apropiado, en funcion del
tipo de sistema de expresion usado, ya que se pueden introducir células de mamifero, levadura, insectos o vegetales
con patrones de glucosilacion diferentes que se pueden ver afectados por la secuencia de aminoacidos del péptido.
En general, los polipéptidos de la trampa de GDF para su uso en seres humanos se expresaran en una linea celular
de mamifero que proporciona una glucosilacion adecuada, tal como las lineas celulares HEK293 o CHO, aunque se
espera que otras lineas celulares de expresién de mamiferos sean utiles también.

Esta descripcion contempla ademas un procedimiento para generar variantes, en particular, conjuntos de variantes
combinatorias de un polipéptido de la trampa de GDF, que incluyen, opcionalmente, las variantes de truncamiento; los
grupos de mutantes combinatorios son especialmente Utiles para identificar secuencias de la trampa de GDF. El
proposito de cribar coleccione combinatorias de este tipo puede ser la de generar, por ejemplo, variantes del
polipéptido de la trampa de GDF que tienen propiedades alteradas, tales como farmacocinética alterada o unién a
ligando alterada. A continuacion, se proporciona una variedad de ensayos de cribado, y se pueden usar los ensayos
de este tipo para evaluar las variantes. Por ejemplo, la variante del polipéptido de la trampa de GDF se puede cribar
para determinar la capacidad de unirse a un polipéptido ActRIIB, para impedir la unién de un ligando de ActRIIB a un
polipéptido ActRIIB o para interferir en la sefializacion provocada por un ligando de ActRIIB.

La actividad de un polipéptido de la trampa de GDF o de sus variantes se puede someter a prueba también en un
ensayo en células aisladas o in vivo. Por ejemplo, se puede evaluar el efecto de una variante del polipéptido de la
trampa de GDF en la expresion de genes implicados en la hematopoyesis. Segun sea necesario, esto se puede llevar
a cabo en presencia de una o mas proteinas del ligando de ActRIIB recombinantes (por ejemplo, activina), y las células
se pueden transfectar para producir un polipéptido de la trampa de GDF y/o variantes del mismo y, opcionalmente, un
ligando de ActRIIB. Del mismo modo, se puede administrar un polipéptido de la trampa de GDF a un ratén u otro
animal y se pueden evaluar una o mas mediciones de sangre, tales como un recuento de gldbulos rojos, niveles de
hemoglobina, niveles de hematocritos, reservas de hierro o recuento de reticulocitos usando procedimientos
reconocidos en la técnica.

Se pueden generar variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una potencia selectiva con respecto a un
polipéptido de la trampa de GDF de referencia. Las variantes de proteinas de este tipo, cuando se expresan a partir
de construcciones de ADN recombinante, se pueden usar en protocolos de genoterapia. Del mismo modo, la
mutagénesis puede dar lugar a variantes que tienen semividas intracelulares drasticamente diferentes al polipéptido
de la trampa de GDF no modificado correspondiente. Por ejemplo, la proteina alterada se puede volver mas estable o
menos estable a la degradacién proteolitica u otros procesos que dan lugar a la destruccién o, de otro modo, la
inactivacion de un polipéptido de la trampa de GDF no modificado. Las variantes de este tipo, y los genes que las
codifican, se pueden utilizar para alterar los niveles del polipéptido de la trampa de GDF mediante la modulacién de la
semivida de los polipéptidos de la trampa de GDF. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos
biolégicos mas transitorios y, cuando forma parte de un sistema de expresion inducible, puede permitir un control mas
estricto de los niveles del polipéptido de la trampa de GDF recombinante dentro de la célula. En una proteina de fusion
Fc, se pueden realizar mutaciones en el conector (si lo hay) y/o en la porcién Fc para alterar la semivida de la proteina.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF de la descripcion pueden comprender ademas
modificaciones postraduccionales ademas de cualquiera que esté presente de forma natural en los polipéptidos
ActRIIB. Las modificaciones de este tipo incluyen, pero no se limitan a, acetilacién, carboxilacién, glucosilacion,
fosforilacion, lipidacion y acilacion. Como resultado, los polipéptidos de la trampa de GDF pueden contener elementos
que no son aminoacidos, como polietilenglicoles, lipidos, poli 0 monosacaridos y fosfatos. Los efectos de los elementos
que no son aminoacidos en la funcionalidad de un polipéptido de la trampa de GDF se pueden someter a prueba como
se describe en esta solicitud para otras variantes del polipéptido de la trampa de GDF. Cuando se produce un
polipéptido de la trampa de GDF en células mediante la escisién de una forma naciente del polipéptido de la trampa
de GDF, el procesamiento postraduccional también puede ser importante para el correcto plegamiento y/o funcién de
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la proteina. Las diferentes células (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 o HEK293) tienen mecanismos
celulares especificos y caracteristicos para las actividades postraduccionales de este tipo y se pueden elegir para
garantizar la modificacion y procedimiento correctos de los polipéptidos de la trampa de GDF.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF incluyen proteinas de fusion que tienen al menos una
porcion de un polipéptido ActRIIB y uno o mas dominios de fusion. Los ejemplos conocidos de los dominios de fusion
de este tipo incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST), tiorredoxina, proteina
A, proteina G, una regién constante de la cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, un Fc), proteina de unién
a maltosa (MBP) o seroalbumina humana. Se puede seleccionar un dominio de fusién para conferir una propiedad
deseada. Por ejemplo, algunos dominios de fusion son particularmente Utiles para el aislamiento de proteinas de fusion
mediante cromatografia de afinidad. Para propésitos de purificacion por afinidad, se usan matrices relevantes para la
cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatiéon, amilasa y niquel o cobalto. Muchas de las
matrices de este tipo estan disponibles en forma de "kit", tales como el sistema de purificacion Pharmacia GST y el
sistema QlAexpress™ (Qiagen) utiles con comparieros de fusiéon (HISs). Como otro ejemplo, se puede seleccionar un
dominio de fusién para facilitar la deteccion de los polipéptidos de la trampa de GDF. Los ejemplos de los dominios de
deteccion de este tipo incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP), asi como los "epitopos de
identificacion", que son normalmente secuencias peptidicas cortas para las que esta disponible un anticuerpo
especifico. Los epitopos de identificacion conocidos para los que anticuerpos monoclonales especificos estan
disponibles facilmente incluyen marcadores FLAG, marcadores de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe y de c-myc.
En algunos casos, los dominios de fusion tienen un sitio de escision de proteasa, tal como el Factor Xa o la trombina,
que permite que la proteasa relevante digiera parcialmente las proteinas de fusién y, de este modo, libere las proteinas
recombinantes de las mismas. Las proteinas liberadas se pueden aislar a continuacién del dominio de fusién mediante
separacion cromatografica posterior. En ciertos aspectos preferidos, un polipéptido de la trampa de GDF se funde con
un dominio que estabiliza el polipéptido de la trampa de GDF in vivo (un dominio "estabilizador"). Por "estabilizar" se
entiende cualquier cosa que aumente la semivida sérica, independientemente de si esto se debe a una destruccion
disminuida, aclaramiento disminuido por el rifidn u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién
Fc de una inmunoglobulina confieren propiedades farmacocinéticas deseables a una amplia gama de proteinas. Del
mismo modo, las fusiones pueden conferir propiedades deseables a la seroalbimina humana. Otros tipos de dominios
de fusién que se pueden seleccionar incluyen dominios de multimerizacion (por ejemplo, dimerizacion, tetramerizacion)
y dominios funcionales (que confieren una funcion biolégica adicional), tales como un aumento adicional en los niveles
de glébulos rojos.

Como ejemplo especifico, la presente descripcion proporciona una trampa de GDF que es una proteina de fusion
ActRIIB-Fc que comprende un dominio extracelular (por ejemplo, de unién a ligando) del polipéptido ActRIIB fusionado
a un dominio Fc. La secuencia de un dominio Fc ejemplar se muestra a continuacion (SEQ ID NO: 6).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHEDPEVKEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKTISKAK
GOPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHN (A) HYTQKSLSLSPGK*

Opcionalmente, el dominio Fc tiene una o mas mutaciones en los residuos tales como Asp-265, lisina 322 y Asn-434.
En ciertos casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de esas mutaciones (por ejemplo, mutacion Asp-265)
tiene una capacidad reducida para unirse a los receptores 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 (por ejemplo, mutacion Asn-434) tiene una
capacidad aumentada para unirse al receptor Fc relacionado a la clase | de MHC (FcRN) en respecto a un dominio Fc
de tipo natural.

Se entiende que los diferentes elementos de las proteinas de fusién se pueden disponer de cualquier manera que sea
compatible con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido de la trampa de GDF se puede situar en el
extremo C-terminal con respecto a un dominio heterélogo, o, de forma alternativa, un dominio heterélogo se puede
situar en el extremo C-terminal con respecto a un polipéptido de la trampa de GDF. El dominio del polipéptido de la
trampa de GDF y el dominio heterélogo no necesitan estar adyacentes en una proteina de fusién, y se pueden incluir
dominios adicionales o secuencias de aminoacidos en el extremo C-terminal o N-terminal con respecto al dominio o
entre los dominios.

En ciertos aspectos, una proteina de fusién de la trampa de GDF comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la formula A-B-C. La porcién B es un polipéptido ActRIIB truncado en el extremo N-terminal y C-terminal
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que consiste en la secuencia de aminoacidos correspondiente a los aminoacidos 26-132 del SEQ ID NO: 26. Las
porciones A y C pueden ser independientemente cero, uno o mas de un aminoacido, y las porciones A y C, cuando
estan presentes, son heterdlogas a B. Las porciones A y/o C se pueden unir a la porcion B a través de una secuencia
conectora. Los conectores ejemplares incluyen conectores de polipéptidos cortos tales como 2-10, 2-5, 2-4, 2-3
residuos de glicina, tales como, por ejemplo, un conector Gly-Gly-Gly. Otros conectores adecuados se describen
anteriormente en esta solicitud. En ciertos aspectos, una proteina de fusion de la trampa de GDF comprende una
secuencia de aminoacidos como se expone en la férmula A-B-C, donde A es una secuencia lider, B consiste en los
aminoacidos acidos 26-132 del SEQ ID NO: 26 y C es una porcion de polipéptido que mejora uno o mas de entre
estabilidad in vivo, semivida in vivo, absorciéon/administracion, localizacion o distribucion de tejidos, formacion de
complejos de proteinas y/o purificacion. En ciertos aspectos, una proteina de fusion de la trampa GDF comprende una
secuencia de aminoacidos como se expone en la férmula A-B-C, donde A es una secuencia lider de APT, B consiste
en los aminoacidos acidos 26-132 del SEQ ID NO: 26 y C es un dominio Fc de inmunoglobulina. Una proteina de
fusion de la trampa de GDF preferida comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en el SEQ ID NO: 26.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF de la presente descripcion contienen una o mas
modificaciones que son capaces de estabilizar los polipéptidos de la trampa de GDF. Por ejemplo, las modificaciones
de este tipo mejoran la semivida in vitro de los polipéptidos de la trampa de GDF, mejoran la semivida circulatoria de
los polipéptidos de la trampa de GDF o reducen la degradacién proteolitica de los polipéptidos de la trampa de GDF.
Las modificaciones estabilizantes de este tipo incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusion (que incluyen, por
ejemplo, proteinas de fusion que comprenden un polipéptido de la trampa de GDF y un dominio estabilizador),
modificaciones de un sitio de glucosilacion (que incluyen, por ejemplo, la adiciéon de un sitio de glucosilacién a un
polipéptido de la trampa de GDF) y modificaciones del resto de carbohidrato (que incluyen, por ejemplo, la eliminacion
de restos de carbohidratos de un polipéptido de la trampa de GDF). En el caso de las proteinas de fusion, un polipéptido
de la trampa de GDF se fusiona con un dominio estabilizador tal como una molécula de IgG (por ejemplo, un dominio
Fc). Como se usa en esta solicitud, la expresion "dominio estabilizador" no solo se refiere a un dominio de fusién (por
ejemplo, Fc) como en el caso de las proteinas de fusidn, sino que también incluye modificaciones no proteicas tales
como un resto de carbohidrato o un polimero no proteico, tal como polietilenglicol.

En ciertos aspectos, la presente descripcion proporciona formas aisladas y/o purificadas de los polipéptidos de la
trampa de GDF, que se aislan de o, de otro modo, estan sustancialmente libres de, otras proteinas.

En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF (modificados o no modificados) de la descripcion se pueden
producir por una variedad de técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, los polipéptidos de la trampa de GDF de
este tipo se pueden sintetizar usando técnicas de quimica de proteinas estandar, tales como aquellas 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, los sintetizadores de péptidos
automatizados se encuentran disponibles comercialmente (por ejemplo, Advanced Chemtech Modelo 396;
Milligen/Biosearch 9600). De forma alternativa, los polipéptidos de la trampa de GDF, fragmentos o variantes de los
mismos se pueden producir de forma recombinante usando diversos sistemas de expresion (por ejemplo, E. coli,
células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, baculovirus), como se conoce en la técnica. En un aspecto
adicional, los polipéptidos de la trampa de GDF modificados o no modificados se pueden producir mediante digestion
de polipéptidos de la trampa de GDF de longitud completa producidos de forma recombinante mediante el uso de, por
ejemplo, una proteasa, por ejemplo, tripsina, termolisina, quimotripsina, enzima de conversion de aminoacidos basicos
emparejados (PACE). Se puede usar analisis por ordenador (usando un software disponible comercialmente, por
ejemplo, MacVector, Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.) para identificar los sitios de escision proteolitica.
De forma alternativa, los polipéptidos de la trampa de GDF de este tipo se pueden producir a partir de polipéptidos de
la trampa de GDF de longitud completa producidos de forma recombinante tales como técnicas estandar conocidas
en la técnica, tales como mediante escisidon quimica (por ejemplo, bromuro de cianégeno, hidroxilamina).

3. Acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de la trampa de GDF

En ciertos aspectos, la descripciéon proporciona acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican cualquiera
de los polipéptidos de la trampa de GDF descritos en esta solicitud. SEQ ID NO: 4 codifica un polipéptido precursor
ActRIIB de origen natural, mientras que SEQ ID NO: 5 codifica un polipéptido ActRIIB soluble y SEQ ID NO: 25, 27,
30y 31 codifican trampas de GDF solubles. Los acidos nucleicos objetivo pueden ser monocatenarios o bicatenarios.
Los acidos nucleicos de este tipo pueden ser moléculas de ADN o ARN. Estos acidos nucleicos se pueden usar, por
ejemplo, en procedimientos para preparar polipéptidos de la trampa de GDF o como agentes terapéuticos directos
(por ejemplo, en una estrategia de genoterapia).

En ciertos aspectos, se entiende ademas que los acidos nucleicos objetivo que codifican los polipéptidos de la trampa
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de GDF incluyen acidos nucleicos que son variantes de los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 y 31. Las variantes de secuencias
de nucledtidos incluyen secuencias que difieren por una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos,
tales como variantes alélicas: y, por lo tanto, incluirdn secuencias codificantes que difieren de la secuencia de
nucledtidos de la secuencia codificante designada en los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 y 31.

En ciertos aspectos, la descripcion proporciona secuencias de acidos nucleicos aislados o recombinantes que son al
menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticas a los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 0 31. Un
experto en la técnica apreciara que las secuencias de acido nucleico complementarias a los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30
0 31 ylas variantes de los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 0 31 se encuentran también dentro del alcance de esta descripcion.
En otros aspectos, las secuencias de acido nucleico 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 descripcion también incluyen secuencias de nucleétidos que hibridan en
condiciones altamente restrictivas con la secuencia de nucledtidos designada en los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 o 31,
la secuencia de complemento de los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 o 31 o fragmentos de los mismos. Como se analiz
anteriormente, un experto en la técnica entendera facilmente que las condiciones de restriccion apropiadas que
favorecen la hibridacién del ADN pueden variar. Por ejemplo, se podria realizar la hibridacién a 6,0 x cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido por un lavado de 2,0 x SSC a 50 °C. Por ejemplo, la
concentracién de sal en la etapa de lavado se puede seleccionar desde una baja restriccion de aproximadamente 2,0
x SSC a 50 °C hasta una alta restriccion de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 °C. Ademas, la temperatura en la etapa
de lavado se puede aumentar de condiciones de baja restriccion a temperatura ambiente, aproximadamente 22 °C, a
condiciones de alta restriccion a aproximadamente 65 °C. Tanto la temperatura como la sal pueden variar, o la
temperatura o la concentraciéon de sal se pueden mantener constantes mientras se cambia la otra variable. En un
aspecto, la descripcion proporciona acidos nucleicos que hibridan bajo condiciones de restriccion bajas de 6 x SSC a
temperatura ambiente seguido por un lavado en 2 x SSC a temperatura ambiente.

Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos como se expone en los SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 o
31 debido a la degeneracién en el cédigo genético también se encuentran dentro del alcance de la descripcion. Por
ejemplo, diversos aminoacidos se designan por mas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido,
o sinénimos (por ejemplo, CAU y CAC son sindnimos para histidina) pueden dar lugar a mutaciones "imperceptibles"
que no afectan a la secuencia de aminoacidos de la proteina. En ciertos aspectos, el polipéptido de la trampa de GDF
se codificara por una secuencia de nucledtidos alternativa. Las secuencias de nucleétidos alternativas se degeneran
con respecto a la secuencia de acido nucleico de la trampa de GDF natural, pero todavia codifican la misma proteina
de fusion. En ciertos aspectos, la trampa de GDF que tiene el SEQ ID NO: 26 se codifica por una secuencia de acido
nucleico alternativa que comprende el SEQ ID NO: 30. Sin embargo, se espera que los polimorfismos de la secuencia
de ADN que provocan cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objetivo existan entre las células
de mamiferos. Un experto en la técnica apreciard que estas variaciones en uno o mas nucledtidos (hasta
aproximadamente un 3-5 % de los nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican una proteina particular pueden
existir entre individuos de una especie dada debido a la variacion alélica natural. Cualquiera y todas las variaciones
de nucledtidos de este tipo y polimorfismos de aminoacidos resultantes se encuentran dentro del alcance de esta
descripcion.

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos recombinantes de la descripcidén se pueden unir operativamente a una o mas
secuencias de nucleétidos reguladoras en una construccion de expresion. En general, las secuencias de nucleétidos
reguladoras seran apropiadas para la célula huésped usada para la expresion. Se conocen en la técnica numerosos
tipos de vectores de expresién apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una variedad de células huésped.
Tipicamente, dicha una o mas secuencias de nucledétidos reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a, secuencias
promotoras, secuencias lider o sefal, sitios de union al ribosoma, secuencias de inicio y terminacion traduccionales,
secuencias de inicio y terminaciéon de transcripcion 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 expresion se puede insertar en un cromosoma. En un aspecto preferido, el vector de expresion contiene un gen
marcador seleccionable para permitir la seleccion de células huésped transformadas. Los genes marcadores
seleccionables son conocidos en la técnica y variaran en funcion de la célula huésped usada.

En ciertos aspectos de la descripcion, el acido nucleico objetivo se proporciona en un vector de expresion que
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido de la trampa de GDF y unido operativamente a
al menos una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras se reconocen en la técnica y se seleccionan para
dirigir la expresion del polipéptido de la trampa de GDF. En consecuencia, la expresion secuencia reguladora incluye
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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 una amplia variedad de secuencias de control de expresion que controlan
la expresion de una secuencia de ADN cuando esta unida operativamente a la misma en estos vectores para expresar
secuencias de ADN que codifican un polipéptido de la trampa de GDF. Las secuencias de control de la expresion utiles
de este tipo 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 ARN polimerasa T7, las principales regiones promotoras y
operadoras del fago lambda, las regiones de control de la proteina de la envoltura de fd, el promotor de la 3-
fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, los promotores de la fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los
promotores de los factores de apareamiento a de la levadura, el promotor del poliedro del sistema del baculovirus y
otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o 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 eleccidon de la célula huésped que se va a transformar y/o el tipo de proteina que se desea
expresar. Ademas, también se debe considerar el nimero de copias del vector, la capacidad de controlar ese numero
de copias y la expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como los marcadores de antibiéticos.

Se puede producir un acido nucleico recombinante de la descripcién ligando el gen clonado, o una porcién del mismo,
en un vector adecuado para la expresion en células procariotas, células eucariotas (levadura, ave, insecto o mamifero)
0 en ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido de la trampa de GDF recombinante
incluyen plasmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos
derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac
y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células procariotas, como E. coli.

Algunos vectores de expresion de mamiferos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacién del
vector en bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los
vectores derivados de pcDNAl/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG,
pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos 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 seleccion por resistencia a farmacos tanto en células procariotas como en
eucariotas. De forma alternativa, 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 (que incluyen los retroviricos) se pueden encontrar a
continuaciéon en la descripcion de los sistemas de administracion de genoterapia. Los diversos procedimientos
empleados en la preparacion de los plasmidos y en la transformacion de organismos hospedadores se conocen en la
técnica. Para otros sistemas de expresién adecuados tanto para células procariotas como eucariotas, asi como para
procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2.2 edicién, ed. por
Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) capitulos 16 y 17. En algunos aspectos,
puede ser deseable expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresion de
baculovirus. Los ejemplos de sistemas de expresion de baculovirus de este tipo incluyen vectores derivados de pVL
(tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores derivados de pAcUW (como pAcUW1) y vectores derivados de
pBlueBac (como el B-gal que contiene pBlueBac IIl).

En un aspecto preferido, se disefiara un vector para la produccion de los polipéptidos de la trampa de GDF objetivo
en células CHO, tales como un vector Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, California, EE. UU.), vectores pcDNA4
(Invitrogen, Carlsbad, California, EE. UU.) y Vectores pCl-neo (Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU.). Como
resultara evidente, las construcciones de genes objetivo se pueden usar para provocar la expresion de los polipéptidos
de la trampa de GDF en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para producir proteinas, que incluyen proteinas
de fusion o variantes de proteinas, para purificacion.

Esta descripcion se refiere también a una célula huésped transfectada con un gen recombinante que incluye una
secuencia codificante (por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 5, 25, 27, 30 o 31) para uno o mas de los polipéptidos de las trampa
de GDF objeto. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido de la
trampa de GDF de la descripcidn se puede expresar en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto (por
ejemplo, usando un sistema de expresion de baculovirus), células de levadura o de mamifero. Los expertos en la
técnica conocen otras células huésped adecuadas.

En consecuencia, la presente descripcion se refiere ademas a procedimientos de produccién de los polipéptidos de la

trampa de GDF objeto. Por ejemplo, una célula huésped transfectada con un vector de expresion que codifica un
polipéptido de la trampa de GDF se puede cultivar en condiciones apropiadas para permitir que se produzca la
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expresion del polipéptido de la trampa de GDF. El polipéptido de la trampa de GDF se puede secretar y aislar de una
mezcla de células y un medio que contiene el polipéptido de la trampa de GDF. De forma alternativa, el polipéptido de
la trampa de GDF se puede conservar citoplasmaticamente o en una fraccion de membrana y las células se pueden
recolectar, lisar y aislar la proteina. Un cultivo celular incluye células huésped, medios y otros subproductos. Los
medios adecuados para el cultivo celular se conocen en la técnica. Los polipéptidos de la trampa de GDF objetivo se
pueden aislar del medio de cultivo celular, células huésped, o ambos, usando técnicas conocidas en la técnica para
purificar proteinas, que incluyen cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion,
electroforesis y purificacion de inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos particulares de los
polipéptidos de la trampa de GDF. En un aspecto preferido, el polipéptido de la trampa de GDF es una proteina de
fusion que contiene un dominio que facilita su purificacion.

En otro aspecto un gen de fusién que codifica una secuencia lider de purificacién, tal como una secuencia de sitio de
escision de poli-(His)/enteroquinasa en el extremo N-terminal de la porciéon deseada del polipéptido de la trampa de
GDF recombinante puede permitir la purificacion de la proteina de fusion expresada mediante cromatografia de
afinidad usando una resina de metal Ni?*. La secuencia lider de purificacion se puede eliminar posteriormente mediante
tratamiento con enterocinasa para proporcionar el polipéptido de la trampa de GDF purificado (por ejemplo, véase
Hochuli y col., (1987) J. Chromatography 411:177 y Janknecht y col., PNAS EE. UU. 88:8972).

Las técnicas para preparar genes de fusion se conocen. Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de ADN que
codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza segun técnicas convencionales, empleando extremos con
terminales romos o terminales irregulares para la fijacion, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar los
extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segun corresponda, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar
uniones indeseables y fijacion enzimatica. En otro aspecto, el gen de fusidén se puede sintetizar mediante técnicas
convencionales que incluyen sintetizadores de ADN automatizados. De forma alternativa, la amplificacion mediante
PCR de fragmentos de genes se puede llevar a cabo usando cebadores de anclaje que dan lugar a salientes
complementarios entre dos fragmentos de genes consecutivos que posteriormente se pueden hibridar para generar
una secuencia de genes quiméricos (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel y col.,
John Wiley & Sons: 1992).

4. Ensayos de cribado

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere al uso de los polipéptidos de la trampa de GDF objetivo (por
ejemplo, las variantes de polipéptidos ActRIIB solubles) para identificar compuestos (agentes) que son agonistas o
antagonistas de los polipéptidos ActRIIB. Los compuestos identificados a través de este cribado se pueden someter a
prueba para evaluar su capacidad para modular los niveles de glébulos rojos, hemoglobina y/o reticulocitos in vivo o
in vitro. Estos compuestos se pueden someter a prueba, por ejemplo, en modelos animales.

Hay numerosas estrategias para el cribado de agentes terapéuticos para aumentar los niveles de glébulos rojos o
hemoglobina mediante el direccionamiento de la sefalizacion de ActRIIB. En ciertos aspectos, el cribado de alta
capacidad de compuestos se puede llevar a cabo para identificar agentes que perturban los efectos mediados por
ActRIIB en una linea 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 ActRIIB a su compafiero de unioén, tal
como un ligando de ActRIIB (por ejemplo, activina, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). De forma alternativa, el ensayo se
puede usar para identificar compuestos que mejoran la unién de un polipéptido ActRIIB a su compafiero de union tal
como un ligando de ActRIIB. En un aspecto adicional, los compuestos se pueden identificar por su capacidad de
interactuar con un polipéptido ActRIIB.

Una variedad de formatos de ensayo sera suficiente y, a la luz de la presente descripcion, aquellos que no se describen
expresamente en esta solicitud se comprenderan sin embargo por un experto en la técnica. Como se describe en esta
solicitud, los compuestos de prueba (agentes) de la descripcidon se pueden crear mediante cualquier procedimiento
quimico combinatorio. De forma alternativa, los compuestos objetivo pueden ser biomoléculas sintetizadas in vivo o in
vitro de origen natural. Los compuestos (agentes) que se van a someter a prueba para detectar su capacidad para
actuar como moduladores de crecimiento de tejidos se pueden producir, por ejemplo, por bacterias, levaduras, plantas
u otros organismos (por ejemplo, productos naturales), se pueden producir quimicamente (por ejemplo, moléculas
pequenas, que incluyen peptidomiméticos) o se pueden producir de forma recombinante. Los compuestos de prueba
contemplados por la presente descripcidn incluyen moléculas organicas que no son peptidilo, péptidos, polipéptidos,
peptidomiméticos, glucidos, hormonas y moléculas de acido nucleico. En un aspecto especifico, el agente de prueba
es una molécula organica pequefia que tiene un peso molecular de menos de aproximadamente 2000 Daltons.

Los compuestos de prueba de la descripcion se pueden proporcionar como entidades individuales, discretas o se
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proporcionan en colecciones de mayor complejidad, tales como preparados mediante quimica combinatoria. 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 prueba al sistema de prueba puede
ser tanto en una 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 limitativos de grupos de derivatizacion
incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescente verde, isétopos, polihistidina, microesferas
magnéticas, glutation S transferasa (GST), agentes de reticulacion fotoactivable o cualquier combinacion de los
mismos.

En muchos programas de cribado de farmacos cuyas colecciones de compuestos y extractos naturales, son deseables
los ensayos de alta capacidad para maximizar el niumero de compuestos estudiados en un determinado periodo de
tiempo. Los ensayos que se realizan en sistemas extracelulares, tales como los que pueden derivar de proteinas
purificadas o semipurificadas, a menudo se prefieren como estudios "principales" en que se pueden generar para
permitir el desarrollo rapido y la deteccion relativamente facil de una alteracion en una diana molecular que esta
mediada por un compuesto de prueba. Ademas, los efectos de la toxicidad celular o biodisponibilidad del compuesto
de prueba se pueden ignorar en general en el sistema in vitro, en su lugar, el ensayo se centra principalmente en el
efecto del farmaco sobre la diana molecular como se puede manifestar en una alteracion de la afinidad de unién entre
un polipéptido ActRIIB y su compafiero de unién (por ejemplo, un ligando de ActRIIB).

Simplemente para ilustrar, en un ensayo de cribado ejemplar de la presente descripcion, el compuesto objetivo se
pone en contacto con un polipéptido ActRIIB aislado y purificado que habitualmente es capaz de unirse a un ligando
de ActRIIB, segun sea apropiado para la intencion del ensayo. Se le afiade a continuacion la mezcla del compuesto y
el polipéptido ActRIIB a una composicién que contiene un ligando de ActRIIB. La deteccion y cuantificacion de
complejos de ligandos de ActRIIB/ActRIIB proporcionan un medio para determinar la eficacia del compuesto en la
inhibicion (o potenciacion) de la formacion de complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de unién. La eficacia
del compuesto se puede evaluar mediante la generacién de curvas de respuesta a la dosis a partir de datos obtenidos
usando diversas concentraciones del compuesto de prueba. Ademas, un ensayo de control también se puede realizar
para proporcionar un valor de referencia para la comparacion. Por ejemplo, en un ensayo de control, se afiade el
ligando de ActRIIB aislado y purificado a una composicidon que contiene el polipéptido ActRIIB, y la formacion del
complejo de ligandos de ActRIIB/ActRIIB se cuantifica en ausencia del compuesto de prueba. Se entendera que, en
general, el orden en el que se pueden mezclar los reactivos puede variar, y se pueden mezclar de forma simultanea.
Ademas, en lugar de proteinas purificadas, se pueden usar extractos celulares y lisados para conseguir un sistema de
ensayo extracelular adecuado.

La formacidon de complejos entre el polipéptido ActRIIB y su proteina de union se puede detectar mediante una
variedad de técnicas. Por ejemplo, la modulacién de la formacion de complejos se puede cuantificar usando, por
ejemplo, proteinas marcadas de forma detectable tales como radiomarcado (por ejemplo, 32P, 35S, 14C o 3H), marcado
con fluorescencia (por ejemplo, FITC), o polipéptido ActRIIB marcado enzimaticamente o su proteina de union,
mediante inmunoensayo o mediante deteccion cromatografica.

En ciertos aspectos, la presente descripcion contempla el uso de ensayos de polarizacion de fluorescencia y ensayos
de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en la medicién, ya sea directa o indirectamente,
del grado de interaccion entre un polipéptido ActRIIB y su proteina de unién. Ademas, otros modos de deteccion, tales
como los basados en guias de onda opticas (la publicacion PCT WO 96/26432 y la patente estadounidense n.°
5.677.196), la resonancia de plasmén superficial (SPR), sensores de carga de superficie y sensores de fuerza de
superficie, son compatibles con muchos aspectos de la descripcion.

Ademas, la presente descripcidon contempla el uso de un ensayo de trampa de interaccién, también conocido como el
"ensayo de dos hibridos", para identificar agentes que interrumpen o potencian la interaccién entre un polipéptido
ActRIIB y su compafiero de unién. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.283.317; Zervos y col. (1993)
Cell 72:223-232; Madura y col. (1993) J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel y col. (1993) Biotechniques 14:920-924 y
Iwabuchi y col. (1993) Oncogene 8:1693-1696). En un aspecto especifico, la presente descripcion contempla el uso
de sistemas de dos hibridos inversos para identificar compuestos (por ejemplo, pequefias moléculas o péptidos) que
disocian las interacciones entre un polipéptido ActRIIB y su proteina de union. Véanse, por ejemplo, Vidal y Legrain,
(1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81 y las patentes
estadounidenses n.° 5.525.490; 5.955.280 y 5.965.368.

En ciertos aspectos, los compuestos se pueden identificar por su capacidad para interactuar con un polipéptido ActRIIB.
La interaccion entre el compuesto y el polipéptido ActRIIB puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, una
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interaccion de este tipo se puede identificar a nivel de proteinas usando procedimientos bioquimicos in vitro, que
incluyen fotorreticulacion, unién al ligando radiomarcado y cromatografia de afinidad (Jakoby WB y col., 1974, Methods
in Enzymology 46: 1). En ciertos casos, los compuestos se pueden examinar en un ensayo basado en un mecanismo,
tal como un ensayo para detectar compuestos que se unen a un polipéptido ActRIIB. Esto puede incluir un
acontecimiento de unién en fase sélida o en fase liquida. De forma alternativa, el gen que codifica un polipéptido
ActRIIB se puede transfectar con un sistema indicador (por ejemplo, B-galactosidasa, luciferasa o la proteina
fluorescente verde) en una célula y se puede cribar contra la coleccion preferiblemente mediante un cribado de alta
capacidad o con miembros individuales de la coleccion. Se pueden usar ensayos de unién basados en otro mecanismo,
por ejemplo, ensayos de unién que detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de unién se pueden realizar
con la diana fijada a un pocillo, esfera o chip o capturada por un anticuerpo inmovilizado o resuelta por electroforesis
capilar. Los compuestos unidos se pueden detectar en general mediante resonancia colorimétrica o de fluorescencia
o de plasmon superficial.

5. Usos terapéuticos ejemplares

En ciertos aspectos, los polipéptidos de la trampa de GDF de la presente descripcidon se pueden usar para aumentar
los niveles de glébulos rojos en mamiferos tales como roedores y primates y, en particular, en pacientes humanos.
Adicionalmente, como se muestra en esta solicitud, los polipéptidos de la trampa de GDF se pueden usar en
combinacion con activadores del receptor de la EPO para lograr un aumento de los glébulos rojos en los intervalos de
dosificacion mas bajos. Esto puede ser beneficioso para reducir los efectos inespecificos y los riesgos asociados con
altas dosis de activadores del receptor de la EPO. En ciertos aspectos, la presente descripcion proporciona
procedimientos para tratar o prevenir anemia en un individuo en necesidad del mismo mediante la administracién al
individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la trampa de GDF o una combinacion (o
terapia simultanea) de un polipéptido de la trampa de GDF y un activador del receptor de la EPO. Estos procedimientos
se pueden usar para tratamientos terapéuticos y profilacticos de mamiferos y, en particular, seres humanos.

Los polipéptidos de la trampa de GDF se pueden usar en combinacién con activadores del receptor de la EPO para
reducir la dosis necesaria de estos activadores en pacientes que son susceptibles a los efectos adversos de la EPO.
Los efectos adversos principales de la EPO son un aumento excesivo de los niveles de hematocritos o hemoglobina
y policitemia. Los niveles elevados de hematocritos pueden llevar a hipertension (mas particularmente, agravamiento
de la hipertension) y a trombosis vascular. Otros efectos adversos de la EPO que se han documentado, algunos de
los cuales estan relacionados con la hipertension, son cefalea, sindrome seudogripal, obstruccion de anastomosis,
infartos de miocardio y convulsiones cerebrales debido a trombosis, encefalopatia hipertensiva y aplasia de glébulos
rojos (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; Bunn (2002) N Engl J Med 346(7), 522-523).

El efecto rapido en los niveles de gldbulos rojos de los polipéptidos de la captura de GDF descritos en esta solicitud
indican que estos agentes actian mediante un mecanismo diferente a la EPO. En consecuencia, estos antagonistas
pueden ser Utiles para aumentar los niveles de glébulos rojos y de hemoglobina en pacientes que no responden bien
a la EPO. Por ejemplo, un polipéptido de la trampa de GDF puede ser beneficioso para un paciente en el que la
administracion de una dosis de normal a aumentada (>300 Ul/kg/semana) de EPO no da lugar al aumento del nivel
de hemoglobina hasta el nivel objetivo. Se encuentran pacientes con una respuesta inadecuada a la EPO para todos
los tipos de anemia, pero los nimeros mas altos de pacientes que no respondieron al tratamiento se ha observado
con especial frecuencia en pacientes con cancer y pacientes con nefropatia terminal. Una respuesta inadecuada a la
EPO puede ser constitutiva (es decir, observada tras el primer tratamiento con EPO) o adquirida (por ejemplo,
observada tras el tratamiento repetido con EPO).

Como se usa en esta solicitud, un agente terapéutico que "previene" un trastorno o afeccion se refiere a un compuesto
que, en una muestra estadistica, reduce la aparicion del trastorno o afeccidon en la muestra tratada con respecto a una
muestra de control no tratada, o retrasa la aparicion o reduce la gravedad de uno o mas sintomas del trastorno o
afeccidn con respecto a la muestra de control no tratada. El término "tratar”, como se usa en esta solicitud, incluye la
profilaxis de la condicién identificada o mejora o eliminacion de la afecciéon una vez que se ha establecido. En cualquier
caso, la prevencion o el tratamiento se pueden discernir en el diagndstico proporcionado por un médico u otro
profesional sanitario y el resultado pretendido de administracion del agente terapéutico.

Como se muestra en esta solicitud, los polipéptidos de la trampa de GDF, combinados opcionalmente con un activador
del receptor de la EPO, se pueden usar para aumentar los niveles de glébulos rojos, hemoglobina o reticulocitos en
individuos sanos, y los polipéptidos de la trampa de GDF de este tipo se pueden usar en las poblaciones de pacientes
seleccionadas. Los ejemplos de las poblaciones de pacientes apropiado incluyen aquellos con niveles
indeseablemente bajos de glébulos rojos o hemoglobina, tales como los pacientes que tienen anemia y aquellos que
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estan en riesgo de desarrollar niveles indeseablemente bajos de glébulos rojos y hemoglobina, tales como aquellos
pacientes que estan a punto de someterse a una cirugia mayor u otros procedimientos que pueden dar lugar a una
pérdida considerable de sangre. En un aspecto, un paciente con niveles adecuados de glébulos rojos se trata con un
polipéptido de la trampa de GDF para aumentar los niveles de gldbulos rojos, a continuacion, se le extrae sangre y se
almacena para su posterior uso en transfusiones.

Los polipéptidos de la trampa de GDF, combinados opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, descritos
en esta solicitud se pueden usar para aumentar los niveles de glébulos rojos en pacientes que tienen una anemia. Al
observar los niveles de hemoglobina en seres humanos, un nivel inferior a lo normal para la categoria apropiada de
edad y género puede ser indicativo de anemia, aunque se tienen en cuenta las variaciones individuales. Por ejemplo,
un nivel de hemoglobina de 12 g/dl en general se considera el limite inferior normal en la poblacién adulta general.
Las causas potenciales incluyen pérdida de sangre, déficit nutricional, reaccion a la medicacion, diversos problemas
con la médula ésea y muchas enfermedades. Mas particularmente, la anemia se ha asociado con una variedad de
trastornos que incluyen, por ejemplo, insuficiencia renal crénica, sindrome mielodisplasico, artritis reumatoide,
trasplante de médula 6sea. La anemia también se puede asociar con las siguientes afecciones: tumores sdlidos (por
ejemplo, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de colon); tumores del sistema linfatico (por ejemplo, leucemia
linfocitica cronica, linfomas no Hodgkin y Hodgkin); tumores del sistema hematopoyético (por ejemplo, leucemia,
sindrome mielodisplasico, mieloma muiltiple); radioterapia; quimioterapia (por ejemplo, pautas posoldgicas 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 cronicas
(por ejemplo, psoriasis), enfermedad inflamatoria intestinal (por ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa);
enfermedad o insuficiencia renal aguda o cronica, que incluye afecciones idiopaticas o congénitas; enfermedad
hepatica aguda o cronica; hemorragia aguda o cronica; situaciones en las que no es posible la transfusion de glébulos
rojos debido a alo o autoanticuerpos del paciente y/o por razones religiosas (por ejemplo, algunos testigos de Jehova);
infecciones (por ejemplo, malaria, osteomielitis); hemoglobinopatias, que incluyen, por ejemplo, enfermedad de células
falciformes, talasemias; uso o abuso de drogas, por ejemplo, abuso de alcohol; pacientes pediatricos con anemia por
cualquier causa que impide las transfusiones y pacientes de edad avanzada o pacientes con enfermedad
cardiopulmonar subyacente con anemia que no pueden recibir transfusiones debido a preocupaciones sobre la
sobrecarga circulatoria.

Los polipéptidos de la trampa de GDF, combinados opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, serian
apropiados para el tratamiento de anemias hipoproliferativas de la médula ésea, que normalmente se asocian con un
pequefio cambio en la morfologia de los glébulos rojos (GR). Las anemias hipoproliferativas incluyen: 1) anemia de
enfermedad cronica, 2) anemia de enfermedad renal y 3) anemia asociada a estados hipometabdlicos. En cada uno
de estos tipos, los niveles de eritropoyetina enddgena son inapropiadamente bajos para el grado de anemia observado.
Otras anemias hipoproliferativas incluyen: 4) anemia ferropénica en fase precoz y 5) anemia provocada por dafio en
la médula 6sea. En estos tipos, los niveles de eritropoyetina enddgena son inapropiadamente altos para el grado de
anemia observado.

El tipo mas comun es la anemia de enfermedad crénica, que abarca inflamacidn, infeccién, lesion de tejidos y las
afecciones tales como el cancer, y se distingue tanto por los niveles de eritropoyetina bajos como por una respuesta
inadecuada a la eritropoyetina en la médula ésea (Adamson, 2008, Harrison's Principles of Internal Medicine, 17°.
edicion.; McGraw Hill, Nueva York, pp. 628-634). Hay muchos factores que pueden contribuir a la anemia relacionada
con el cancer. Algunos se asocian con la progresion de la enfermedad en si y la generacién de citocinas inflamatorias,
tales como interleucina-1, interferén-gamma y el factor de la necrosis tumoral (Bron y col., 2001, Semin Oncol 28(Supl.
8):1-6). Entre sus efectos, la inflamacion induce el péptido clave en la regulacion del hierro, la hepcidina, lo que inhibe
de este modo la exportacion de hierro a partir de macréfagos y, en general, limita la disponibilidad de hierro para la
eritropoyesis (Ganz, 2007, J Am Soc Nephrol 18:394-400). La pérdida de sangre a través de diversas rutas también
puede contribuir a la anemia relacionada con el cancer. La prevalencia de la anemia debido a la progresién del cancer
varia con el tipo de cancer, que oscila desde un 5 % en el cancer de prdstata hasta un 90 % en el mieloma multiple.
La anemia relacionada con el cancer tiene consecuencias graves para los pacientes, que incluyen la fatiga y reduccion
de la calidad de vida, reduccion de la eficacia del tratamiento y aumento de la mortalidad.

La enfermedad renal crénica se asocia con la anemia hipoproliferativa que varia en gravedad con el grado de
insuficiencia renal. Una anemia de este tipo se debe principalmente a una produccion inadecuada de eritropoyetina y
a la supervivencia reducida de los gldbulos rojos. Normalmente, la enfermedad renal crénica continua gradualmente
durante un periodo de afios o décadas hasta la enfermedad terminal (estadio 5), en este punto, se requiere dialisis o
trasplante de rifidn 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 de la enfermedad
renal estan bien documentadas e incluyen el desarrollo de la hipertrofia ventricular izquierda, deterioro de la funcion
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cognitiva, reduccion de la calidad de vida y funcién inmunitaria alterada (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). Como se ha demostrado por los solicitantes en un modelo de ratén de la
enfermedad renal crénica (véase el ejemplo a continuacion), se puede usar un polipéptido de la trampa de GDF,
combinado opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, para tratar la anemia de enfermedad renal.

Muchas de las afecciones que dan lugar a una tasa hipometabdlica pueden producir una anemia hipoproliferativa de
leve a moderada. Entre dichas condiciones se encuentran los estados de deficiencia endocrina. Por ejemplo, la anemia
se puede producir en la enfermedad de Addison, hipotiroidismo, hiperparatiroidismo o varones castrados o tratados
con estrégenos. La anemia de leve a moderada también se puede producir con una ingesta dietética reducida de
proteinas, una afeccion frecuente especialmente en los pacientes de edad avanzada. Por ultimo, la anemia se puede
desarrollar en pacientes con enfermedad hepética crénica derivada de casi cualquier causa (Adamson, 2008,
Harrison's Principles of Internal Medicine, 17.° edicion; McGraw Hill, Nueva York, pp. 628-634).

La anemia resultante de la pérdida de sangre aguda de volumen suficiente, tal como de un traumatismo o hemorragia
postparto, se conoce como anemia posthemorragica aguda. La pérdida aguda de sangre provoca inicialmente
hipovolemia sin anemia puesto que no hay reduccion proporcional de los glébulos rojos, 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 lugar a hemodilucién y anemia. La pérdida de sangre, si es
cronica, reduce gradualmente las reservas de hierro del cuerpo y, finalmente, lleva a una deficiencia de hierro. Como
se ha demostrado por los solicitantes en un modelo de ratén (véase el ejemplo a continuacién), se puede usar un
polipéptido de la trampa de GDF, combinado opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, para acelerar la
recuperacion de la anemia de la pérdida aguda de sangre.

La anemia ferropénica es la ultima etapa en una progresion gradual de una deficiencia de hierro aumentada, que
incluye el balance negativo de hierro y eritropoyesis ferropénica como etapas intermedias. La deficiencia de hierro
puede ser el resultado de una demanda mayor de hierro, disminucion en la ingesta de hierro o aumento en la pérdida
de hierro, como se ejemplifica en afecciones tales como el embarazo, dieta inadecuada, absorcion intestinal
insuficiente, inflamacién aguda o crénica y pérdida de sangre aguda o cronica. Con la anemia de leve a moderada de
este tipo, la médula 6sea sigue siendo hipoproliferativa y la morfologia de los glébulos es en gran medida normal; sin
embargo, incluso la anemia leve puede dar lugar a algunos gloébulos rojos microciticos hipocromicos cada vez mas
prevalentes, y la transicion a anemia ferropénica grave viene acompafada por hiperproliferacion de la médula 6sea y
glébulos rojos microciticos hipocromicos (Adamson, 2008, Harrison's Principles of Internal Medicine, 17.° edicion;
McGraw Hill, Nueva York, pp. 628-634). La terapia apropiada para la anemia ferropénica depende de su causa y
gravedad, con preparaciones orales de hierro, formulaciones parenterales de hierro y transfusion de glébulos rojos
como principales opciones convencionales. Se podria usar un polipéptido de la trampa de GDF, combinado
opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, para tratar las anemias ferropénicas solo o en combinacion
con estrategias terapéuticas convencionales, en particular, para tratar anemias de origen multifactorial.

Las anemias hipoproliferativas pueden dar lugar a disfuncién primaria o insuficiencia de la médula dsea, en lugar de
la disfuncién secundaria a la inflamacién, infeccién o progresion del cancer. Los ejemplos destacados serian
mielosupresién provocada por farmacos quimioterapicos contra el cancer o radioterapia contra el cancer. Una amplia
visién general de los ensayos clinicos descubrid que la anemia leve se puede producir en un 100 % de los pacientes
después de la quimioterapia, mientras que la anemia mas grave se puede producir hasta en un 80 % de estos
pacientes (Groopman y col., 1999, J Natl Cancer Inst 91:1616-1634). Los farmacos mielosupresores incluyen: 1)
agentes alquilantes tales como mostazas nitrogenadas (por ejemplo, melfalan) y nitrosoureas (por ejemplo,
estreptozocina); 2) antimetabolitos tales como antagonistas del acido félico (por ejemplo, metotrexato), analogos de
purina (por ejemplo, tioguanina) y analogos de pirimidina (por ejemplo, gemcitabina); 3) antibidticos citotoxicos, tales
como antraciclinas (por ejemplo, doxorrubicina); 4) inhibidores de la cinasa (por ejemplo, gefitinib); 5) inhibidores de
la mitosis tales como taxanos (por ejemplo, paclitaxel) y alcaloides de la vinca (por ejemplo, vinorelbina); 6) anticuerpos
monoclonales (por ejemplo, rituximab) y 7) inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo, topotecan y etopésido).
Como se ha demostrado en un modelo de ratéon de anemia inducida por quimioterapia (véase el ejemplo a
continuacion), se puede usar un polipéptido de la trampa de GDF, combinado opcionalmente con un activador del
receptor de la EPO, para tratar la anemia provocada por los agentes quimioterapicos y/o radioterapia.

Los polipéptidos de la trampa de GDF, combinados opcionalmente con un activador del receptor de la EPO, también
serian apropiados para tratar anemias de maduracion de los glébulos rojos desordenados, que se caracterizan en
parte por glébulos rojos de tamanio insuficiente (microciticos), de gran tamafio (macrociticos), deformes o con un color
anormal (hipocrémicos).
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Los pacientes se pueden tratar con una pauta de dosificacion destinada a restaurar al paciente a un nivel objetivo de
hemoglobina, normalmente, entre aproximadamente 10 g/dl y aproximadamente 12,5 g/dl y, tipicamente,
aproximadamente 11,0 g/dl (véase también Jacobs y col. (2000) Nephrol Dial Transplant 15, 15-19), aunque los niveles
objetivo mas bajos pueden provocar menos efectos cardiovasculares secundarios. De forma alternativa, los niveles
de hematocritos (porcentaje del volumen de una muestra de sangre ocupada por las células) se pueden usar como
medida para la afeccién de los glébulos rojos. Los niveles de hematocritos para individuos sanos oscilan de un 41 a
un 51 % para hombres adultos y de un 35 a un 45 % para mujeres adultas. Los niveles objetivo de hematocritos son
normalmente aproximadamente un 30-33 %. Ademas, los niveles de hemoglobina/hematocritos varian de persona a
persona. Por tanto, de forma 6ptima, el nivel objetivo de hemoglobina/hematocritos se puede individualizar para cada
paciente.

En ciertos aspectos, la presente descripcion proporciona procedimientos para la gestion de un paciente que ha sido
tratado con, o es un candidato para ser tratado con, un polipéptido de la trampa de GDF mediante la medicion de uno
0 mas parametros hematoldgicos en el paciente. Los parametros hematoldgicos se pueden usar para evaluar la
dosificacién apropiada para un paciente que es un candidato para ser tratado con un polipéptido de la trampa de GDF,
para monitorizar los parametros hematolégicos durante el tratamiento con un polipéptido de la trampa de GDF, para
evaluar si hay que ajustar la dosis durante el tratamiento con un polipéptido de la trampa de GDF y/o para evaluar una
dosis de mantenimiento apropiada de un polipéptido de la trampa de GDF. Si uno o mas de los parametros
hematolégicos se encuentran fuera del nivel normal, la dosificacion con un polipéptido de la trampa de GDF se puede
reducir, retrasar o concluir.

Los parametros hematoldgicos que se pueden medir de acuerdo con los procedimientos proporcionados en esta
solicitud incluyen, por ejemplo, los niveles de glébulos rojos, presion arterial, reservas de hierro y otros agentes
encontrados en los liquidos corporales que se correlacionan con un aumento en los niveles de glébulos rojos, usando
procedimientos reconocidos en la técnica. Los parametros de este tipo se pueden determinar usando una muestra de
sangre de un paciente. Un aumento en los niveles de gldbulos rojos, niveles de hemoglobina o niveles de hematocritos
puede provocar un aumento en la presion arterial.

En un aspecto, si uno o mas parametros hematolégicos se encuentran fuera del intervalo normal, o en la parte alta de
lo normal, en un paciente que es un candidato para ser tratado con un polipéptido de la trampa de GDF, entonces, el
inicio de la administracion del polipéptido de la trampa de GDF se puede retrasar hasta que los parametros
hematoldgicos hayan vuelto a un nivel normal o aceptable, ya sea de forma natural o por medio de una intervencion
terapéutica. Por ejemplo, si un paciente candidato es hipertenso o prehipertenso, entonces, el paciente se puede tratar
con un agente de reduccion de la tension arterial para la presion arterial del paciente. Cualquier agente de reduccion
de la presion arterial apropiado para la afecciéon del paciente individual se puede usar que incluye, por ejemplo,
diuréticos, inhibidores adrenérgicos (que incluyen bloqueantes alfa y bloqueadores beta), vasodilatadores,
bloqueantes de los canales de calcio, inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina (ECA) o bloqueantes
del receptor de la angiotensina Il. La presion arterial se puede tratar de forma alternativa con una pauta de dieta y
ejercicio. De forma similar, si un paciente candidato tiene las reservas de hierro que son mas bajas de lo normal, o en
la parte baja de lo normal, 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 los pacientes
que tienen niveles mas altos de lo normal de glébulos rojos y/o hemoglobina, entonces, la administracion del
polipéptido de la trampa de GDF se pueden retrasar hasta que los niveles hayan vuelto a un nivel normal o aceptable.

En ciertos aspectos, si uno o mas parametros hematolégicos se encuentran fuera del intervalo normal, o en la parte
alta de lo normal, en un paciente que es un candidato para ser tratado con un polipéptido de la trampa de GDF,
entonces, el inicio de la administracion puede no retrasarse. Sin embargo, la cantidad o frecuencia de dosificacién del
polipéptido de la trampa de GDF se puede establecer en una cantidad que reduzca el riesgo de un aumento
inaceptable de los parametros hematoldgicos que surgen después de la administracion del polipéptido de la trampa
de GDF. De forma alternativa, se puede desarrollar una pauta terapéutica para el paciente que combine un polipéptido
de la trampa de GDF con un agente terapéutico que se dirige al nivel indeseable del parametro hematolégico. Por
ejemplo, si el paciente tiene una presion arterial elevada, entonces, se puede disefiar una pauta terapéutica que
implique la administracion de un polipéptido de la trampa de GDF y un agente de reduccién de la presiéon sanguinea.
Para un paciente que tiene las reservas de hierro mas bajas que las deseadas, se puede desarrollar una pauta
terapéutica de un polipéptido de la trampa de GDF y suplementos de hierro.

En un aspecto, se puede(n) establecer el/los parametro(s) del valor inicial para uno o mas parametros hematoldgicos
para un paciente que es un candidato para ser tratado con un polipéptido de la trampa de GDF y se establece una
pauta de dosificacion apropiada para ese paciente en funcion del/de los valor(es) inicial(es). De forma alternativa, los
parametros iniciales establecidos en funcién de la historia médica de un paciente se podrian usar para informar de
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una pauta de dosificacién del polipéptido de la trampa de GDF apropiada para un paciente. Por ejemplo, si un paciente
sano tiene una lectura de la presién arterial inicial establecida que esta por encima del intervalo normal definido puede
que no sea necesario llevar la presion de la sangre del paciente en el intervalo que se considera normal para la
poblacion en general antes del tratamiento con el polipéptido de la trampa de GDF. Los valores iniciales de un paciente
para uno o mas parametros hematoldgicos antes del tratamiento con un polipéptido de la trampa de GDF también se
pueden usar como valores comparativos relevantes para monitorizar cualquier cambio en los parametros
hematoldgicos durante el tratamiento con el polipéptido de la trampa de GDF.

En ciertos aspectos, uno o mas parametros hematolégicos se miden en pacientes que estan siendo tratados con un
polipéptido de la trampa de GDF. Los parametros hematoldgicos se pueden usar para monitorear al paciente durante
el tratamiento y permitir el ajuste o conclusién de la dosificacién con el polipéptido de la trampa de GDF o dosificacion
adicional con otro agente terapéutico. Por ejemplo, si la administracién de un polipéptido de la trampa de GDF da lugar
a un aumento en la presioén arterial, nivel de glébulos rojos o nivel de hemoglobina, o una reduccidn en las reservas
de hierro, a continuacion, la dosis del polipéptido de la trampa de GDF se puede reducir en cantidad o frecuencia para
disminuir los efectos del polipéptido de la trampa de GDF en el uno o mas parametros hematolédgicos. Si la
administracion o un polipéptido de la trampa de GDF da lugar a un cambio en uno o mas parametros hematologicos
que sean adversos para el paciente, a continuacion, la dosificacion del polipéptido de la trampa de GDF se puede
concluir de forma temporal, hasta que el/los parametro(s) hematolégico(s) vuelva(n) a un nivel aceptable o de forma
permanente. De forma similar, si uno o mas parametros hematolégicos no se encuentran dentro de un intervalo
aceptable después de reducir la dosis o frecuencia de administracién del polipéptido de la trampa de GDF, entonces,
la dosificacion se puede concluir. Como alternativa, o ademas de, reducir o concluir la dosificacion con el polipéptido
de la trampa de GDF, el paciente se puede dosificar con un agente terapéutico adicional que se dirige al nivel
indeseable en el/llos parametro(s) hematoldgico(s), tales como, por ejemplo, un agente de reduccion de la presion
arterial o un suplemento de hierro. Por ejemplo, si un paciente que esta siendo tratado con un polipéptido de la trampa
de GDF tiene la presion arterial elevada, a continuacion, la dosificacién con el polipéptido de la trampa de GDF se
puede continuar en el mismo nivel y se afiade un agente de reduccion de la presion arterial a la pauta de tratamiento,
la dosificacion con el polipéptido de la trampa de GDF se puede reducir (por ejemplo, en cantidad y/o frecuencia) y se
afade un agente de reduccion de la presion arterial a la pauta de tratamiento, o la dosificacion con el polipéptido de
la trampa de GDF se puede concluir y el paciente se puede tratar con un agente de reduccién de la presion arterial.

En ciertos aspectos, los pacientes que estan siendo tratados con un polipéptido de la trampa de GDF, o pacientes
candidatos para ser tratados con un polipéptido de la trampa de GDF, son pacientes que necesitan crecimiento
muscular, tales como pacientes que padecen, o estan en riesgo de desarrollar, un trastorno neuromuscular o trastorno
musculodegenerativo. Por ejemplo, los pacientes o los pacientes candidatos pueden padecer, o estar en riesgo de
desarrollar, la enfermedad de Lou Gehrig (ELA), sindrome de anorexia-caquexia por cancer, distrofia muscular, atrofia
muscular, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva (y atrofia muscular asociada con EPOC), sindrome de atrofia
muscular, sarcopenia o caquexia. La distrofia muscular se refiere a un grupo de enfermedades musculares
degenerativas caracterizadas por debilitamiento gradual y deterioro de los musculos esqueléticos y, algunas veces,
del corazén y los musculos respiratorios. Las distrofias musculares ejemplares que se pueden tratar con una pauta
que incluye los polipéptidos objetivo de la trampa de GDF incluyen: distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia
muscular de Becker (DMB), distrofia muscular de Emery-Dreifuss (DMED), distrofia muscular de Limb-Girdle (DMLG),
distrofia muscular facioescapulohumeral (FSH o FSHD) (también conocida como de Landouzy-Dejerine), distrofia
mioténica (DMM) (también conocida como enfermedad de Steinert), distrofia muscular oculofaringea (DMOF), distrofia
muscular distal (DD), distrofia muscular congénita (DMC).

6. Composiciones farmacéuticas

En ciertos aspectos, los compuestos (por ejemplo, polipéptidos de la trampa de GDF) de la presente descripcion se
formulan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, un polipéptido de la trampa de GDF se puede
administrar solo 0 como un componente de una formulacidn farmacéutica (composicidn terapéutica). Los compuestos
objetivo se pueden formular para la administracion de cualquier manera conveniente para su uso en medicina humana
o veterinaria.

En ciertos aspectos, el procedimiento terapéutico de la invencién incluye la administracion de la composicion sistémica
o localmente como un implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicion terapéutica para su uso en esta
invencion esta, por supuesto, en una forma fisioldgicamente aceptable sin pirégenos. Los agentes terapéuticamente
utiles distintos de los polipéptidos de la trampa de GDF, que también se pueden incluir opcionalmente en la
composiciéon como se describe anteriormente, se pueden administrar de forma simultanea o secuencial con los
compuestos objetivo (por ejemplo, polipéptidos de la trampa de GDF) en los procedimientos de la descripcion.
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Tipicamente, los compuestos se administraran por via parenteral. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracion parenteral comprenden uno o mas polipéptidos de la trampa de GDF en combinacién con una o mas
soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas isoténicas estériles farmacéuticamente
aceptables o polvos estériles que pueden reconstituirse en soluciones inyectables estériles o dispersiones justo antes
de su uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos, solutos que hacen que la formulacion sea
isotonica con la sangre del receptor previsto o agentes de suspension o espesantes. Los ejemplos de vehiculos
acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la descripcion
incluyen agua, etanol, polioles (como glicerol, glicol de propileno, glicol de polietileno y similares) y mezclas adecuadas
de los mismos, aceites vegetales, como aceite de oliva, ésteres organicos inyectables, como oleato de etilo. La fluidez
adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento, como por ejemplo, lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de
tensioactivos.

Ademas, la composicion se puede encapsular o inyectar en una forma para entrega a un sitio de tejido objetivo (por
ejemplo, médula ésea). En ciertos aspectos, las composiciones de la presente descripcidon pueden incluir una matriz
capaz de entregar uno 0 mas compuestos terapéuticos (por ejemplo, polipéptidos de la trampa de GDF) a un sitio de
tejido objetivo (por ejemplo, médula ésea), lo que proporciona una estructura para el tejido en desarrollo y 6ptimamente
capaz de ser reabsorbido en el cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacion lenta de los
polipéptidos de la trampa de GDF. Las matrices de este tipo pueden estar formadas por materiales actualmente en
uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas,
apariencia cosmética y propiedades de interfase. La aplicacion particular de las composiciones objetivo definira la
formulacion apropiada. Las matrices potenciales para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, fosfato de
tricalcio, hidroxiapatito, acido polilactico y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros materiales
potenciales son biodegradables y biolégicamente bien definidos, tales como hueso o colageno dérmico. Matrices
adicionales estan comprendidas por proteinas puras o componentes de matriz extracelular. Otras matrices potenciales
son no biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatito sinterizado, biovidrio, aluminatos u otras
ceramicas. Las matrices pueden comprender combinaciones de cualquiera de los tipos anteriormente mencionados
de material, tales como acido polilactico e hidroxiapatito o colageno y fosfato tricalcico. Puede alterarse la composicion
de bioceramicas, tal como en aluminato-fosfato de calcio, y procesarse para alterar el tamafio de poro, tamafio de
particula, forma de particula y biodegradabilidad.

En ciertos aspectos, los procedimientos de la descripcién se pueden administrar por via oral, por ejemplo, en forma
de capsulas, sellos, pildoras, comprimidos, grageas (usando una base saborizada, normalmente sacarosa y acacia o
tragacanto), polvos, granulos o como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, como una
emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite, como un elixir o jarabe, o0 como pastillas (usando una base
inerte, como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia) y/o como enjuagues bucales y similares, cada uno con una
cantidad predeterminada de un agente como ingrediente activo. Un agente se puede administrar también como bolo,
electuario o pasta.

En las formas de dosificacion sélidas para administracion por via oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas,
polvos, granulos y similares), se puede mezclar uno o mas compuestos terapéuticos de la presente descripcion con
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicalcio y/o cualquiera de
los siguientes: (1) rellenos o extensores, como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2)
aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia;
(3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén
de patata o tapioca, acido alginico, algunos silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de solucion, tales
como parafina; (6) aceleradores de la absorcidén, como compuestos de amonio cuaternario, (7) agentes humectantes,
tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, (8) absorbentes, tales como arcilla de bentonita
y caolin; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles soélidos, lauril
sulfato de sodio y mezclas de estos; y (10) agentes colorantes. En el caso de las capsulas, comprimidos y pastillas,
las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes amortiguadores. Las composiciones sélidas
de un tipo similar también se pueden emplear como rellenos en capsulas de gelatina rellenas duras y blandas usando
excipientes tales como lactosa o glucidos de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion liquida para administracion por via oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes que se usan comunmente en la técnica, tales como agua u
otros solventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
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acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceite
de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol de tetrahidrofurilo,
polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitdn y mezclas de estos. Ademas de los diluyentes inertes, las
composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, emulsionantes y de
suspensioén, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y conservantes.

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

Las composiciones de la descripcion también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de los microorganismos se
puede asegurar mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, acido fendlico sodico y similares. También puede ser deseable incluir en las composiciones agentes
isotonicos, tales como glucidos, cloruro de sodio y similares. Asimismo, la absorcion prolongada de la forma
farmacéutica inyectable puede provocarse mediante la inclusion de agentes que retrasan la absorcion, tales como
monostearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que la pauta de dosificacion sera determinada por el médico especialista al considerar diversos factores
que modifican la accién de los compuestos objetivo de la descripcion (por ejemplo, polipéptidos de la trampa de GDF).
Los diversos factores incluyen, pero no se limitan a, el recuento de gldbulos rojos del paciente, niveles de hemoglobina
u otras evaluaciones de diagndstico, recuento objetivo deseado de gldbulos rojos, edad del paciente, sexo y dieta,
gravedad de cualquier enfermedad que puede contribuir a una disminucién en el nivel de glébulos rojos, tiempo de
administracion y otros factores clinicos. La adicion de otros factores de crecimiento conocidos a la composicion final
también puede afectar a la dosificacion. El progreso se puede monitorizar mediante la evaluacién periddica de los
niveles de glébulos rojos y hemoglobina, asi como evaluaciones de los niveles de reticulocitos y otros indicadores del
proceso hematopoyético.

En ciertos aspectos, la presente descripcion también proporciona genoterapia para la producciéon in vivo de
polipéptidos de la trampa de GDF. Una terapia de este tipo lograria su efecto terapéutico mediante la introduccién de
las secuencias de polinucleétidos de la trampa de GDF en células o tejidos que tienen los trastornos enumerados
anteriormente. La entrega de secuencias de polinucledtidos de la trampa de GDF se puede lograr usando un vector
de expresion recombinante tal como un virus quimérico o un sistema de dispersion coloidal. Se prefiere el uso de
liposomas especificos para la entrega terapéutica de secuencias de polinucleétidos de la trampa de GDF.

Diversos vectores viricos que se pueden usar para la genoterapia como se ensefia en esta solicitud incluyen
adenovirus, virus del herpes, vaccinia o un ARN virico tal como 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 extrafio
incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey
(HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Diversos vectores
retroviricos adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden transferir o incorporar un
gen para un marcador seleccionable para que las células transducidas se puedan identificar y generar. Los vectores
retroviricos se pueden hacer especificos de diana al unir, por ejemplo, un gltcido, un glucolipido o una proteina. El
direccionamiento preferido se logra mediante el uso de un anticuerpo. Los expertos en la técnica reconoceran que las
secuencias de polinucleétidos especificos se pueden insertar en el genoma retrovirico o unirse a una envoltura virica
para permitir la entrega especifica del vector retrovirico que contiene el polinucleétido de la trampa de GDF.

De forma alternativa, las células del cultivo de tejido se pueden transfectar directamente con plasmidos que codifican
genes estructurales viricos gaga, pol y env, mediante transfeccién con fosfato de calcio convencional. Estas células
se transfectan a continuacidén con el vector plasmidico que contiene los genes de interés. Las células resultantes
liberan el vector retrovirico en el medio de cultivo.

Otro sistema de entrega dirigido para polinucleétidos de la trampa de GDF es un sistema de dispersion coloidal. Los
sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, esferas y
sistemas a base de lipidos, que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El
sistema coloidal preferido de esta descripcion es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales
que son utiles como vehiculos de entrega in vitro e in vivo. EI ARN, el ADN y los viriones intactos se pueden encapsular
dentro del interior acuoso y entregarse a las células en una forma biolégicamente activa (véase, por ejemplo, Fraley,
y col., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Los procedimientos para la transferencia eficiente de genes usando un
vehiculo liposdmico se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, Mannino y col., Biotechniques, 6:682, 1988. La

34



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2796 121 T3

composicion del liposoma es normalmente una combinacion de fosfolipidos, normalmente, en combinaciéon con
esteroides, especialmente, colesterol. También se pueden usar otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas
fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza i6nica y la presencia de cationes divalentes.

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

EJEMPLIFICACION

La invencién, que ahora se describe de forma general, se entenderd mas facilmente con referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen simplemente con propésitos ilustrativos de ciertas realizaciones y realizaciones de la
presente invencion, y no se pretende que limiten la invencion.

Ejemplo 1. Generacién de una trampa de GDF.

Los solicitantes construyeron una trampa de GDF como sigue. Un polipéptido que tiene un dominio extracelular
modificado de ActRIIB con una gran reduccion en la unién a activina A con respecto a GDF11 y/o miostatina (como
consecuencia de una sustitucién leucina a aspartato en la posicion 79 en el SEQ ID NO: 1) se fusioné con un dominio
Fc de ratdon o humano con un conector minimo (tres aminoacidos) en el medio. 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 llevaron a cabo de manera similar (L79E). Las formas alternativas con
una alanina en lugar de una valina en la posicion 226 con respecto al SEQ ID NO: 7, a continuacion, también se
generaron y se llevaron a cabo de forma equivalente en todos los aspectos sometidos a prueba. El aspartato en la
posicion 79 (con respecto al SEQ ID NO: 1, o la posicidon 60 con respecto al SEQ ID NO: 7) se resalta en gris a
continuacion. La valina en la posicion 226 con respecto al SEQ ID NO: 7 también se resalta en gris a continuacion.

El ActRIIB de la trampa de GDF (L79D 20-134)-hFc se muestra a continuacion como purificado a partir de lineas
celulares CHO (SEQ ID NO: 7).

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK

APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVONAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWILNGKEYKCKVSNKAL
PY¥PIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSIL TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKI TVDKSRWOQGNVFESCSVMHEATLHNHYTQKSLS
LSPGK

La porcion derivada de ActRIIB de la trampa de GDF tiene una secuencia de aminoacidos establecida a continuacion
(SEQ ID NO: 32), y dicha porcién se podria usar como un monémero o como una proteina de fusion que no es Fc, tal
como un mondémero, dimero o un complejo de una orden mayor.

GRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIE

LVKKGCWBEDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYE

PPPTAPT (SEQ ID NO: 32)

La proteina de la trampa de GDF se expreso en lineas celulares CHO. Se consideraron tres secuencias lider diferentes:
(i) melitina de miel de abeja (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 8)

(ii) activador tisular del plasminégeno (APT): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 9)
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(iii) natural: MTAPWVALALLWGSLCAGS (SEQ ID NO: 10).
La forma seleccionada emplea la lider de APT y tiene la siguiente secuencia de aminoacidos sin procesar:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCE
GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKIL.TVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSI SL.SPGK (SEQ ID NO: 11)

Este polipéptido se codifica por la siguiente secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO:12):

A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA GTCTTCGTTT

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

CTCTGGGCGT
GGAGCGCACC
CTGCTACGCC
GGACGATGAC
GGTGTACTTC
GGCTGGGGGC
TCACACATGC
CCCCCCAARA
GGTGGACGTG
GGTGCATAAT
CAGCGTCCTC
CTCCAACAAA
CCGAGAACCA
CAGCCTGACC
CAATGGGCAG
CTTCTTCCTC
CTCATGCTCC
GTCTCCGGGT

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

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

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

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

La purificacion se podria lograr mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, que incluyen, por ejemplo,
tres o mas de los siguientes, en cualquier orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de Q Sepharose,
cromatografia de fenilsefarosa, cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia de intercambio catiénico. La
purificacion se podria completar con filtracion virica e intercambio de tampon. 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 aclaramiento virico. El eluido se
neutraliza a continuacion y se pasa sobre columna de intercambio i6nico 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 continuacioén en Tris 50 mM pH 8,0, sulfato de amonio 1,1 M y se pasa 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 relacién de la unién a
activina A con respecto a miostatina o GDF11) se describen en

Los documentos PCT/US2008/001506 y WO 2006/012627.
Ejemplo 2. Bioensayo para GDF-11 y sefalizacion mediada por activina.
Se us6 un ensayo del gen reportero A-204 para evaluar los efectos de proteinas ActRIIB-Fc y trampas de GDF en la

sefializacion mediante GDF11 y activina A. Linea celular: rabdomiosarcoma humano (derivado de musculo). Vector
reportero: pGL3 (CAGA) 12 (descrito en Dennler y col., 1998, EMBO 17: 3091-3100). El motivo CAGA12 esta presente
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en genes sensibles de TGF-beta (PAI-1 gen), por lo que este vector es de uso general para los factores de sefializacion
a través de Smad2 y 3.

Dia 1: Divisién de células A-204 en placas de 48 pocillos.

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

Dia 3: Adicién de factores (diluidos en medio + BSA al 0,1 %). Se necesita que se incuben previamente los
inhibidores con factores durante 1 hora antes de afiadir a las células. 6 horas después, las células se enjuagan
con PBS y se lisan las células.

Después de esto, se realiza un ensayo de luciferasa. En ausencia de cualquier inhibidor, la activina A mostré una
estimulacion 10 veces mayor que la expresion del gen reportero y una ED50 ~2 ng/ml. GDF-11: estimulacion 16 veces
mayor, ED50: ~1,5 ng/ml.

El ActRIIB (20-134) es un inhibidor potente de la actividad de activina, GDF-8 y GDF-11 en este ensayo. Las variantes
se sometieron a prueba en este ensayo también.

Ejemplo 3. Inhibicion de GDF-11 mediante truncamientos en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal
Las variantes de ActRIIB (20-134)-hFc con truncamientos en el extremo N-terminal y/o extremo C-terminal se

generaron y se sometieron a prueba para determinar la actividad como inhibidores de GDF-11 y activina. Las
actividades se muestran a continuacion (como se mide en el medio acondicionado):

Truncamientos de ActRIIB-hFc en el extremo C-terminal:
IC50 (ng/ml)
GDF-11 Activina
ActRIIB (20-134)-hFc 45 22
ActRIIB (20-132)-hFc 87 32
ActRIIB (20-131)-hFc 120 44
ActRIIB (20-128)-hFc 130 158

Como se puede ver, los truncamientos de tres (que terminan con ... PPT), seis (que terminan con ... YEP) o mas
aminoécidos en el extremo C-terminal provocan una disminucion de tres veces o mayor en la actividad de la molécula.
El truncamiento de los ultimos 15 aminoacidos de la porcion de ActRIIB provoca una pérdida mayor de la actividad
(véase la publicacion internacional W0O2006/012627).

Los truncamientos aminoterminales se hicieron en el fondo de una proteina ActRIIB (20-131)-hFc. Las actividades se
muestran a continuacion (como se mide en el medio acondicionado):

Truncamientos de ActRIIB-hFc en el extremo N-terminal:

IC50 (ng/ml)

GDF-11 Activina
ActRIIB (20-131)-hFc (GRG ...) 183 201
ActRIIB(21-131)-hFc (RGE...) 121 325
ActRIIB(22-131)-hFc (GEA...) 71 100
ActRIIB(23-131)-hFc (EAE...) 60 43
ActRIIB(24-131)-hFc (AET...) 69 105
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En consecuencia, los truncamientos de dos, tres o cuatro aminoacidos a partir del extremo N-terminal llevan a la
produccién de una proteina mas activa que las versiones con un dominio extracelular completo. Los experimentos
adicionales muestran que con un truncamiento de cinco aminoacidos, ActRIIB (25-13 1)-hFc tiene una actividad
equivalente a la forma no truncada, y las deleciones adicionales en el extremo N-terminal contindan para degradar la
actividad de la proteina. Por lo tanto, las construcciones 6ptimas tendran un extremo C-terminal que termina entre los
aminoacidos 133-134 del SEQ ID NO: 1 y un extremo N-terminal que comienza en los aminoacidos 22-24 del SEQ ID
NO: 1. Un extremo N-terminal correspondiente a los aminoacidos 21 o 25 dara una actividad que es similar a la de la
construccion de ActRIIB (20-134)-hFc. Estos truncamientos también se pueden usar en el contexto de trampas de
GDF, tal como una variante L79D o L79E.

Ejemplo 4. Variantes de ActRIIB-Fc, actividad en células aisladas.

La actividad de la proteinas ActRIIB-Fc y de las trampas de GDF se someti6 a prueba en un ensayo en células aisladas,
como se describidé anteriormente. Los resultados se resumen en la tabla a continuacion. Algunas variantes se
sometieron a prueba en diferentes construcciones de truncamiento del extremo C-terminal. Como se analizé
anteriormente, los truncamientos de cinco o quince aminoacidos provocé una reduccion en la actividad. Las trampas
de GDF (variantes L79D y L79E) mostraron una pérdida sustancial de unién a activina mientras que conservaron casi
la inhibicion de origen natural de GDF-11.

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

Variantes de | Porcion de ActRIIB (corresponde a Inhibicion de la Inhibicion de la

ACtRIIB-Fc | los aminodcidos del SEQ ID NO: 1) actividad de GDF11 | 20fvidad de
R64 20-134 . 4
(aprox. 108 M Ki) | (aprox. 108 M Kj)
AG4 20-134 + +
(aprox. 106 M Ki) | (aprox. 10 M Ki)
R64 20-129 +++ +++
R64 K74A 20-134 ot et
R64 A24N 20-134 . ot
R64 A24N 20-119 ++ ++
R6é7':\_2A4N 20-119 + +
R64 L79P 20-134 + +
R6}?7|;7AQP 20-134 + +
R64 L79D 20-134 +++ +
R64 L79E 20-134 +++ +
R64K 20-134 it ot
R64K 20-129 +++ +++
R6§1Z10§\98 20-134 +++ +4+4
R64N 20-134 + +

+ poca actividad (aproximadamente 1x10 K))

++ actividad moderada (aproximadamente 1x1077 Kj)

+++ buena actividad (de tipo natural) (aproximadamente 1x108 K)
++++ mayor que la actividad de tipo natural.
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Se han evaluado diversas variantes para 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 actividad en el ensayo en células aisladas (anterior) y ensayos in vivo (a continuacion) que es
equivalente a la molécula de tipo natural. Junto con una semivida mayor, esto significa que con el tiempo una variante
A24N tendra un efecto mayor por unidad de proteina que la molécula de tipo natural. La variante A24N, y cualquiera
de las otras variantes sometidas a prueba anteriormente, se puede combinar con las moléculas de la trampa de GDF,
tales como las variantes L79D o L79E.

Ejemplo 5. Unién a GDF-11 y a activina.

Se sometio a prueba la unién de ciertas proteinas ActRIIB-Fc y las trampas de GDF a ligandos en un ensayo BiaCore™.
Las variantes de ActRIIB-Fc o de la proteina de tipo natural se capturaron en el sistema usando un anticuerpo anti-
hFc. Los ligandos se inyectaron y fluyeron sobre las proteinas receptoras capturadas. Los resultados se resumen en

las tablas, a continuacion.

Especificidad de unidn de variantes IIB a ligando.

GDF11
Proteina Kon (1/ms) |Koff (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 4.39%e-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 Kon (1/ms) |Koff (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
Proteina Kon (1/ms) |Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB (20-134)-hFc 5.94e6 1.59e-4 2.68e-11
ActRIIB (A24N 20-134)-hFc 3.34e6 3.46e-4 1.04e-10
ActRIIB (L79D 20-134)-hFc Baja union
ActRIIB (L79E 20-134)-hFc Baja union
ActRIIB (R64K 20-134)-hFc 6.82e6 3.25e-4 4.76e-11
ActRIIB (R64K 20-129)-hFc 7.46e6 6.28e-4 8.41e-11
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GDF11
Proteina Kon (1/ms) | Koff (1/s) |KD (M)
ActRIIB (P129S, P130R 20-134)-hFc |5.02e6 4.17e-4 8.31e-11

Estos datos confirman los datos del ensayo en células aisladas, 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 unién a miostatina y GDF 11, pero muestra una disminucion notable (no cuantificable) en la unién a
activina A.

Se han generado y sometido a prueba otras variantes, como se documenta en la publicaciéon internacional
W02006/012627, véase, por ejemplo, las paginas 59-60, al usar ligandos acoplados al dispositivo y fluir el receptor
sobre los ligandos acoplados. De forma notable, K74Y, K74F, K741 (y presumiblemente otras sustituciones hidréfobas
en K74, tales como K74L) y D80I provocan una disminucién en la relaciéon entre la unién a activina A y la unién a
GDF11, con respecto a la molécula K74 de tipo natural. A continuacion, se reproduce una tabla de datos con respecto
a estas variantes:

Union de variantes de ActRIIB-Fc solubles a GDF11 y activina A (Ensayo BiaCore)

ActRIIB ActA GDF11

Peso (64A) KD = 1.8e-7M (+) KD = 2.6e-7M (+)
Peso (64R) N. a. KD = 8.6e-8M (+++)
+15cola KD ~2.6e-8M (+++) KD = 1.9e-8M (++++)
E37A * *

R40A - -

D54A - *

K55A ++ *

R56A * *

K74A KD = 4.35e-9 M KD = 5.3e-9M +++++
K74Y * -

K74F * -

K74l * -

W78A * *

L79A + *

D80K * *

D8OR * *

D80A * *

D80F * *

D80G * *

D80M * *

D8ON * *

D80l * -

F82A ++ -

* No se observé union
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-- <1/5 peso unién

- ~1/2 peso union

+ peso

++ < 2x unién aumentada

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

Ejemplo 6. ActRIIB-hFc estimula la eritropoyesis en primates no humanos

ActRIIB (20-134)-hFc (IgG1) se administré una vez a la semana durante 1 mes a macacos cangrejeros macho y
hembra por inyeccion subcutanea. Se asignaron cuarenta y ocho macacos cangrejeros (24/sexo) a uno de cuatro
grupos de tratamiento (6 animales/sexo/grupo) y se les administraron inyecciones subcutaneas de vehiculo o ActRIIB-
hFc a 3, 10, o 30 mg/kg una vez a la semana durante 4 semanas (total de 5 dosis). Los parametros evaluados
incluyeron la patologia clinica general (hematologia, quimica clinica, coagulacion y analisis de orina). ActRIIB-hFc
provocé estadisticamente valores medios elevados significativos de reticulocitos absolutos el dia 15 en los animales
tratados. El dia 36, ActRIIB-hFc provocé diversos cambios hematolégicos, que incluyen valores de anchura de
distribucion de reticulocitos y glébulos rojos absolutos medios elevados y una concentracion de hemoglobina
corpuscular media baja. Todos los grupos tratados y de ambos sexos se vieron afectados. Estos efectos son
compatibles con un efecto positivo de ActRIIB-hFc sobre la liberacion de reticulocitos inmaduros de la médula ésea.
Este efecto se invirtid6 después de que se eliminara el farmaco de los animales tratados (dia 56 del estudio). En
consecuencia, se concluye que ActRIIB-hFc estimula la eritropoyesis.

Ejemplo 7. ActRIIB-mFc favorece aspectos de la eritropoyesis en ratones mediante la estimulacion de
actividades eritropoyéticas esplénicas

En este estudio, se analizaron los efectos de la administracién in vivo de ActRIIB (20-134)-mFc sobre la frecuencia de
progenitores hematopoyéticos en la médula 6sea y el bazo. Se inyectd un grupo de ratones C57BL/6 con PBS como
control y se les administraron a un segundo grupo de ratones dos dosis de ActRIIB-mFc a 10 mg/kg y ambos grupos
se sacrificaron después de 8 dias. La sangre periférica se usé para realizar hemogramas completos y se usaron los
fémures y bazos para realizar ensayos clonogénicos in vitro para evaluar el contenido de células progenitoras linfoides,
eritroides y mieloides en cada érgano. En el breve periodo de tiempo de este estudio, no se observaron cambios
significativos en los niveles de glébulos rojos, hemoglobina o glébulos blancos en los ratones tratados. En los fémures,
no hubo diferencia entre el numero de células nucleadas o en el contenido de progenitores entre los grupos de control
y tratados. En los bazos, el grupo tratado con el compuesto experimenté un aumento estadisticamente significativo en
el niumero de la colonia de progenitores eritroides maduros (UFC-E) por placa, frecuencia y numero total de
progenitores por bazo. Ademas, se observo un aumento en el nimero de mieloides (UFC-GM), eritroides inmaduros
(UFB-E) y el numero total de progenitores por bazo.

Animales:

Se usaron dieciséis ratones C57BL/6 hembra con 6-8 semanas de edad en el estudio. Ocho ratones se inyectaron por
via subcuténea con el compuesto de prueba de ActRIIB-mFc en los dias 1 y 3 a una dosis de 10 mg/kg y ocho ratones
se inyectaron por via subcutanea con el vehiculo de control, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), a un
volumen de 100 pl por raton. Todos los ratones se sacrificaron 8 dias después de la primera inyeccién de acuerdo con
las directrices de atencién veterinaria pertinentes. Se recogieron muestras de sangre periférica (SP) de animales
individuales mediante puncién cardiaca y se usaron para hemogramas completos y diferenciales (HgC/féormula
leucocitaria). Se recogieron los fémures y bazos de cada raton.

Pruebas realizadas:

Hemogramas HgC/férmula leucocitaria

Se recogio SP de cada ratén mediante puncion cardiaca y se coloco en los tubos Microtainer apropiados. Las muestras
se enviaron a CLV para el analisis en un contador Celldyn 3500.

Ensayos clonogénicos
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Se evaluaron los progenitores clonogénicos de los linajes mieloide, eritroide y linfoide usando los sistemas de medio
basado en metilcelulosa in vitro descritos a continuacion.

Progenitores eritroides maduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes eritroides (UFC-E) maduros en MethoCultTM 3334, un medio
basado en metilcelulosa que contiene eritropoyetina (3 U/ml) recombinante humana (rh).

Progenitores linfoides:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes linfoides (UFC-pre-B) maduros en MethoCult® 3630, un medio
basado en metilcelulosa que contiene interleucina 7 (10 ng/ml).

Progenitores mieloides y eritroides inmaduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de linajes de granulocitos-monocitos (UFC-GM), eritroides (UFB-E) y
multipotenciales (UFC-GEMM) en MethoCultTM 3434, un medio basado en metilcelulosa que contiene factor de
células madre (50 ng/ml) recombinantes murinas (rm), interleucina 6 (10 ng/ml) rh, interleucina 3 (10 ng/ml) rm y
ritropoyetina (3 U/ml) rh.

Procedimientos:

Se procesaron los fémures y bazos de ratéon mediante protocolos estandar. En resumen, se obtuvo médula ésea
mediante lavado de la cavidad femoral con medio de Dulbecco modificado de Iscove que contenia suero bovino fetal
al 2 % (IMDM con FBS al 2 %) usando una aguja de calibre 21 y una jeringa de 1 cc. Las células del bazo se obtuvieron
mediante la trituracion de los bazos a través de un filiro de 70 uM y enjuague del filtro con medio IMDM con FBS al
2 %. A continuacion, se llevaron a cabo hemogramas de células nucleadas en éacido acético glacial al 3 % en
suspensiones de células individuales usando una camara de recuento Neubauer de modo que se pudieran calcular
las células totales por érgano. Para eliminar la contaminacion de los gldbulos rojos, a continuacion, se diluyeron las
células totales del bazo con 3 veces el volumen de tampén de lisis de cloruro de amonio y se incubaron en hielo
durante 10 minutos. A continuacion, las células se lavaron y se volvieron a suspender en medio IMDM con FBS al 2 %
y se realizé un segundo hemograma para determinar la concentracion celular de las células después de la lisis.

Se prepararon reservas de células y se afiadieron a cada formulacion de medio basado en metilcelulosa para obtener
las concentraciones 6ptimas de sembrado para cada tejido en cada formulacion de medio. Las células de médula 6sea
se sembraron a 1x10% células por placa en MethoCultTM 3334 para evaluar progenitores eritroides maduros, 2x10°%
células por placa en MethoCultTM 3630 para evaluar progenitores linfoides y 3x10* células por placa en MethoCultTM
3434 para evaluar progenitores eritroides inmaduros y mieloides. Las células de bazo se sembraron a 4x10° células
por placa en MethoCultTM 3334 para evaluar progenitores eritroides maduros, 4x10° células por placa en
MethoCultTM 3630 para evaluar progenitores linfoides y 2x10° células por placa en MethoCultTM 3434 para evaluar
progenitores eritroides inmaduros y mieloides. Los cultivos sembrados en placas por triplicado se incubaron a 37 °C,
CO2 al 5 % hasta el recuento de las colonias y la evaluacion se realizd por personal capacitado. Los progenitores
eritroides maduros se cultivaron durante 2 dias, los progenitores linfoides se cultivaron durante 7 dias y los
progenitores eritroides maduros y mieloides se cultivaron durante 12 dias.

Analisis:

La desviacion estandar +/- 1 media se calculd para los cultivos por triplicado de los ensayos clonogénicos y para los
grupos de control y tratamiento para todos los conjuntos de datos.

La frecuencia de células formadoras de colonias (CFC) en cada tejido se calculé como sigue:
Células sembradas por placa
Puntuacion media de CFC por plato

Se calcularon las CFC totales por fémur o bazo como sigue:

Puntuacion de CFC totales x hemograma de células nucleadas por fémur o bazo (después de la lisis de GR)
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Numero de células nucleadas cultivadas

Se realizaron pruebas de la t estandar para evaluar si habia una diferencia en el nimero medio de células o
progenitores hematopoyéticos entre los ratones de control con PBS vy los ratones tratados con el compuesto. Debido
a la subjetividad potencial de la enumeracion de colonias, un valor p inferior a 0,01 se considera significativo. Los
valores medios (+/- DE) para cada grupo se muestran en las tablas a continuacion.

Tabla: Parametros hematolégicos
Grupo de tratamiento | Globulos blancos (x10%/1) | Glébulos rojos (x10%1) |Hemoglobina (g/l) | Hematocritos (I/1)
PBS (n = 8) 9,53 +/- 1,44 10,5 +/-1,1 160,9 +/- 13,3 0,552 +/- 0,057

ActRIIB-mFc (n=8) 9,77 +/-1,19 10,8 +/-0,3 162,1 +/- 4,1 0,567 +/- 0,019

Tabla: CFC de fémur y bazo
Grupo de tratamiento |CFC totales por CFC totales por |UFC-E totales por UFC-E totales por

fémur bazo fémur fémur
PBS (n = 8) 88 +/- 10 54 +/- 14 156 +/- 27 131 +/- 71
ActRIIB-mFc (n=8) |85+/-9 79 +/- 6* 164 +/- 23 436 +/- 86*

* el analisis preliminar indica p < 0,05.

El tratamiento de ratones con ActRIIB (20-134)-mFc, en el breve plazo de tiempo de este estudio, no dio lugar a un
aumento significativo en los glébulos rojos o en el contenido de hemoglobina. Sin embargo, el efecto sobre el contenido
de células progenitoras fue notable. En los fémures, no hubo diferencia entre el numero de células nucleadas o en el
contenido de progenitores entre los grupos de control y tratados. En los bazos, el grupo tratado con el compuesto
experimentd un aumento estadisticamente significativo en el nimero de células nucleadas antes de la lisis de los
glébulos rojos y en el numero de la colonia de progenitores eritroides maduros (UFC-E) por placa, frecuencia y numero
total de progenitores por bazo. Ademas, se observé un aumento en el niumero de mieloides (UFC-GM), eritroides
inmaduras (UFB-E) y el numero total de progenitores por bazo. En consecuencia, se espera que, en una evolucion
temporal mas larga, el tratamiento con ActRIIB (20-134)-mFc pueda dar lugar a un contenido elevado de glébulos rojos
y hemoglobina.

Ejemplo 8: Una trampa de GDF aumenta los niveles de glébulos rojos in vivo

Se asignaron ratones C57BL/6NTac macho con doce semanas de edad a uno de dos grupos de tratamiento (N = 10).
Los ratones se dosificaron con vehiculo o con una variante del polipéptido ActRIIB ("trampa de GDF") [ActRIIB(L79D
20-134)-hFc] por inyeccion subcutanea (SC) a 10 mg/kg dos veces por semana durante 4 semanas. A la conclusion
del estudio, se recogié la sangre completa mediante puncién cardiaca en tubos que contenian EDTA y se analizaron
para la distribucién de células usando un analizador de hematologia HM2 (Abaxis, Inc).

Designacion de grupos

Grupo | N | Ratones Inyeccion Dosis (mg/kg) | Via Frecuencia
1 10 | C57BL/6 PBS 0 s.c. | Dos veces/semana
2 10 | cs7BL/6 | 'rampade GDF [ACRIIB(L79D 20-134)- 10 s.c. | Dos veces/semana

hFc]

El tratamiento con la trampa de GDF no tuvo un efecto estadisticamente significativo en el numero de glébulos blancos
(GB) en comparacién con los controles de vehiculos. Los nimeros de glébulos rojos (GR) aumentaron en el grupo
tratado con respecto a los controles (véase la tabla a continuacion). Tanto el contenido de hemoglobina (HGB) como
el de hematocritos (HCT) también aumenté debido a los glébulos rojos adicionales. La anchura promedio de los
glébulos rojos (RDWc) fue mayor en los animales tratados, lo que indica un aumento en el conjunto de glébulos rojos
inmaduros. Por lo tanto, el tratamiento con la trampa de GDF lleva a un aumento en los glébulos rojos, sin efectos
distinguibles en las poblaciones de globulos blancos.
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Resultados de hematologia

GR 10| GB (g/dl) HCT (%) RDWc (%)
PBS 10,7 £ 0,1 14,8 £ 0,6 44,8 04 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 9: 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 con diecinueve semanas de edad a uno de tres grupos de
tratamiento . Los ratones se dosificaron con vehiculo (solucién salina tamponada con Tris 10 mM, TBS), ActRIIB (20-
134)-mFc de tipo natural o ActRIIB (L79D 20-134)-hFc de la trampa de GDF mediante inyeccion subcutanea dos veces
por semana durante tres semanas. Se recogio sangre de la mejilla al inicio del estudio y después de tres semanas de
dosificacion y se analizé 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 en los nimeros de glébulos blancos
(GB) en comparacion con los controles del vehiculo. El recuento de los niveles de glébulos rojos (RBC), hematocritos
(HCT) y hemoglobina se elevaron en los ratones tratados con la trampa de GDF en comparacion con los controles o
la construccion 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 mayor que 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 dosis mas prolongada o mas
alta para poner de manifiesto este efecto.

Resultados hematolégicos después de tres semanas de dosificaciéon
GR (10'2/ml) HCT % HGB (g/dI)
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

Ejemplo 10. Generacion de una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado

Como se describe en el ejemplo 1, se generd una trampa de GDF denominada ActRIIB (L79D 20-134)-hFc por fusién
en el extremo N-terminal de lider de APT al dominio extracelular de ActRIIB (restos 20-134 en el SEQ ID NO: 1) que
contenia un sustitucion de leucina a aspartato (en el resto 79 en el SEQ ID NO: 1) y fusidn en el extremo C-terminal
del dominio Fc humano con un conector minimo (tres restos de glicina) (figura 3). En la figura 4, se muestra una
secuencia de nucleétidos correspondiente a esta proteina de fusion.

Se generd una trampa de GDF con el dominio extracelular de ActRIIB truncado, denominado ActRIIB (L79D 25-131)-
hFc, por fusion en el extremo N-terminal de lider de APT al dominio extracelular truncado (restos 25-131 en el SEQ ID
NO: 1) que contenia una sustitucion de leucina a aspartato (en el resto 79 en el SEQ ID NO: 1) y fusién en el extremo
C-terminal del dominio Fc humano con un conector minimo (tres restos de glicina) (figura 5). En la figura 6, se muestra
una secuencia de nucledtidos correspondiente a esta proteina de fusion.

Ejemplo 11. Unién a ligando selectivo por trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado doble
La afinidad de las trampas de GDF y otras proteinas ActRIIB-hFc para diversos ligandos se evalud in vitro con un
instrumento Biacore™. Los resultados se resumen en la tabla a continuacion. Los valores de Kd se obtuvieron por

ajuste de afinidad en estado estable debido a la asociacién y disociacion muy rapidas del complejo, lo que impidio la
determinacion precisa de kon y Koff.
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Selectividad del ligando de las 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

La trampa de GDF con un dominio extracelular truncado, ActRIIB (L79D 25-131)-hFc, iguald o superd la selectividad
del ligando mostrada por la variante mas larga, ActRIIB (L79D 20-134)-hFc, con una pronunciada pérdida de unién a
activina Ay activina B y conservacion casi completa de la union a GDF11 en comparacion con las contrapartes ActRIIB-
hFc que carecian de la sustitucion L79D. Téngase en cuenta que el truncamiento solo (sin sustitucion L79D) no alterd
la selectividad entre los ligandos que se muestran en esta solicitud [comparar ActRIIB (L79 25-131)-hFc con ActRIIB
(L79 20-134)-hFc].

Ejemplo 12. Generacion 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 sustitucion de aspartato
en la posicion natural 79 (SEQ ID NO: 1) y con truncamientos en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal
(restos 25-131 en el SEQ ID NO: 1) se fusion6 en el extremo N-terminal con una secuencia lider de APT en lugar de
la lider natural de ActRIIB y en el extremo C-terminal con un dominio Fc humano a través de un conector minimo (tres
restos de glicina) (figura 5). Una secuencia de nucledtidos que codifica esta proteina de fusién se muestra en la figura
6 (SEQ ID NO: 27), y una secuencia de nucledtidos alternativa que codifica exactamente la misma proteina de fusion
se muestra en la figura 9 (SEQ ID NO: 30). Esta proteina se expreso y se purificd usando la metodologia descrita en
el ejemplo 1.

Ejemplo 13. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta la proliferaciéon de
progenitores eritroides en ratones

Se evalud ActRIIB (L79D 25-131)-hFc para determinar su efecto en la proliferacion de progenitores eritroides. Los
ratones C57BL/6 macho (8 semanas de edad) se trataron con ActRIIB (L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.; n = 6) o
vehiculo (TBS; n = 6) en los dias 1 y 4, a continuacion, se sometieron a eutanasia el dia 8 para la recogida de bazos,
tibias, fémures y sangre. Se aislaron células del bazo y de la médula 6sea, se diluyeron en medio de Dulbecco
modificado de Iscove que contenia un suero bovino fetal al 5 %, se suspendieron en medio basado en metilcelulosa
especializado y se cultivaron durante 2 0 12 dias para evaluar los niveles de progenitores clonogénicos en las etapas
de unidades formadoras de colonias-eritroides (UFC-E) y de unidades formadoras de brotes-eritroides (UFB-E),
respectivamente. El medio basado en metilcelulosa para la determinacién de UFB-E (MethoCult M3434, Stem Cell
Technologies) incluyo6 factor de células madre murinas recombinantes, interleucina-3 e interleucina-6, que no estaban
presentes en el medio de metilcelulosa para la determinacién de UFC-E (MethoCult M3334, Stem Cell Technologies),
mientras que ambos medios contenian eritropoyetina, entre otros constituyentes. Tanto para UFB-E como para UFC-
E, el numero de colonias se determin6 en placas de cultivo duplicadas derivadas de cada muestra de tejido, y el
analisis estadistico de los resultados se basé en el nimero 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 de
UFC-E que los cultivos correspondientes de ratones de control (P < 0,05), mientras que el nimero de colonias de
UFB-E no difiri6 significativamente con el tratamiento in vivo. El nimero de colonias de UFC-E o UFB-E de los cultivos
dela médula ésea tampoco difirié significativamente con el tratamiento. Como se esperaba, el aumento en el numero
de colonias de UFC-E en cultivos derivados del bazo estuvo acompafiado por cambios altamente significativos (P <
0,001) en el nivel de glébulos rojos (aumento de un 11,6 %), concentracién de hemoglobina (aumento de un 12 %) y
nivel de hematocritos (aumento de un 11,6 %) en la eutanasia en ratones tratados con ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en
comparacioén con los controles. Estos resultados indican que la administracion in vivo de una trampa de GDF con un
dominio extracelular de ActRIIB truncado puede estimular la proliferacion de progenitores eritroides como parte de su
efecto global para aumentar los niveles de gldbulos rojos.

Ejemplo 14. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado compensa la anemia
inducida por quimioterapia en ratones
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Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los parametros eritropoyéticos en un modelo
de ratéon de anemia inducida por quimioterapia basada en paclitaxel, que inhibe la divisién celular al bloquear la
polimerizacion de microtibulos. Se asignaron ratones C57BL/6 macho (8 semanas de edad) a uno de cuatro
tratamientos:

1) paclitaxel (25 mg/kg, i.p.)

2) ActRIIB (L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, i.p.)
3) paclitaxel + ActRIIB (L79D 25-131)-hFc

4) vehiculo (TBS).

Se administré paclitaxel el dia 0, mientras que ActRIIB (L79D 25-131)-hFc o el vehiculo se administré los dias 0 y 3.
Se recogieron muestras de sangre para el analisis de HgC de cohortes separadas los dias 1, 3y 5, y los resultados
para los grupos de tratamiento 1-3 (anteriores) se expresaron como porcentaje de diferencia del vehiculo en un punto
temporal dado. El desgaste debido a la toxicidad de paclitaxel fue un problema en la cohorte de paclitaxel solo en el
dia 3 (donde n = 1); por el contrario, n = 3-5 por tratamiento por punto temporal. En comparacién con el vehiculo, el
paclitaxel solo disminuy6 la concentracion de hemoglobina en casi un 13 % en el dia 5, mientras que la adicion de
ActRIIB (L79D 25-131)-hFc impidié esta disminucion inducida por paclitaxel (figura 11). Se observaron efectos
similares para los niveles de hematocritos y glébulos rojos. En ausencia de paclitaxel, ActRIIB (L79D 25-131)-hFc
aumenté la concentracion de hemoglobina en un 10 % en comparacion con el vehiculo en los dias 3 y 5 (figura 11).
Por lo tanto, una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado puede aumentar los niveles de
glébulos rojos lo suficiente para compensar la anemia inducida por la quimioterapia.

Ejemplo 15. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado revierte la anemia inducida
por quimioterapia en ratones

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en la anemia en un modelo de raton
nefrectomizado de enfermedad renal crénica. Los ratones C57BL/6 macho (11 semanas de edad) se sometieron a
una operacion simulada o una nefrectomia unilateral para reducir la capacidad de produccién de eritropoyetina. Se
permitid que los ratones se recuperaran durante una semana después de la operacion y, a continuacion, se trataron
dos veces a la semana con ActRIIB (L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, i.p.; n = 15 por afeccion) o vehiculo (TBS; n = 15
por afeccion) durante un total de 4 semanas. Las muestras de sangre se recogieron antes del inicio de la dosificacion
y después de 4 semanas de tratamiento. Mientras que los ratones nefrectomizados tratados con el vehiculo mostraron
una disminucién significativa en el numero de glébulos rojos durante el periodo de tratamiento de 4 semanas, el
tratamiento con ActRIIB (L79D 25-131)-hFc no solo impidié la disminuciéon sino que también aumenté los niveles de
glébulos rojos un 17 % (P < 0,001) por encima del valor inicial (figura 12), a pesar de la reduccion de la capacidad
renal para la produccién de eritropoyetina. En ratones nefrectomizados, ActRIIB (L79D 25-131)-hFc también generé
aumentos significativos desde el inicio en la concentracién de hemoglobina y el nivel de hematocritos y, en particular,
estimulé cada uno de estos paradmetros eritropoyéticos en aproximadamente la misma medida en condiciones
nefrectomizadas que en condiciones de operacion simulada (figura 13). Por lo tanto, una trampa de GDF con el
dominio extracelular de ActRIIB truncado puede aumentar los niveles de glébulos rojos lo suficiente para revertir la
anemia en un modelo de enfermedad renal cronica.

Ejemplo 16. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado mejora la recuperacion de
la anemia inducida por pérdida de sangre en ratas

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los parametros eritropoyéticos en un modelo
de rata de anemia inducida por pérdida de sangre aguda (anemia post-hemorragica aguda). Las ratas Sprague-Dawley
macho (aproximadamente 300 g) recibieron un catéter yugular crénico en el proveedor (Harlan). El dia -1, se retiré un
20 % del volumen total de sangre de cada rata durante un periodo de 5 minutos a través del catéter con anestesia con
isoflurano. El volumen de sangre extraida se baso en un valor para el volumen total de sangre calculado segun la
siguiente relacion derivada de Lee y colaboradores (J Nucl Med 25:72-76, 1985) para ratas con un peso corporal
superior a 120 g:

Volumen de sangre total (ml) = 0,062 x peso corporal (g) + 0,0012
Se reemplazé un volumen igual de solucion salina tamponada con fosfato a través del catéter en el momento de la
extraccion de sangre. Las ratas se trataron con ActRIIB (L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.; n = 5) o vehiculo (TBS; n

= 5) en los dias 0 y 3. Se extrajeron muestras de sangre para el analisis de HJC mediante el catéter en los dias -1
(valor inicial), 0, 2, 4 y 6.
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Las ratas de control respondieron a un 20 % de la pérdida de sangre con una caida de casi un 15 % en los niveles de
glébulos rojos en el dia 0. Estos niveles se mantuvieron significativamente mas bajos que los valores iniciales en los
dias 2 y 4, y no se habian recuperado completamente el dia 6 (Figure 14). Aunque las ratas tratadas con ActRIIB
(L79D 25-13 1)-hFc mostraron una caida casi idéntica en los niveles de globulos rojos después de una pérdida de
sangre de un 20 %, estas ratas mostraron una recuperacion completa en dichos niveles en el dia 2, seguido de otra
elevacion en los dias 4 y 6, lo que representa una mejora muy significativa sobre los niveles de control en los puntos
temporales correspondientes (figura 14). Se obtuvieron resultados similares para la concentracion de hemoglobina.
Estos hallazgos demuestran que una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado puede producir
una recuperacion mas rapida en los niveles de glébulos rojos de la anemia provocada por una hemorragia aguda.

Ejemplo 17. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta los niveles de
globulos rojos en primates no humanos

Dos trampas de GDF, ActRIIB (L79D 20-134)-hFc y ActRIIB (L79D 25-131)-hFc, se evaluaron para determinar su
capacidad para estimular la produccién de glébulos 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 del tratamiento previo), 3, 8, 15,29y 44,y se
analizaron los niveles de glébulos rojos (figura 15), hematocritos (figura 16), niveles de hemoglobina (figura 17) y
niveles de reticulocitos (figura 18). Los macacos tratados con vehiculo exhibieron niveles reducidos de gldbulos rojos,
hematocritos y hemoglobina en todos los puntos temporales posteriores al tratamiento, un efecto esperado de las
muestras de sangre repetidas. Por el contrario, el tratamiento con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc o ActRIIB (L79D 25-
131)-hFc aumenté estos parametros en el primer punto temporal posterior al tratamiento (dia 3) y los mantuvo a niveles
sustancialmente elevados durante la duracion del estudio (figuras 15-17). Es importante destacar que los niveles de
reticulocitos en macacos tratados con ActRIIB (L79D 20-134)-hFc o ActRIIB (L79D 25-131)-hFc aumentaron
sustancialmente en los dias 8, 15 y 29 en comparacion con el vehiculo (figura 18). Este resultado demuestra que el
tratamiento con la trampa de GDF aumenta la produccion de precursores de glébulos rojos, lo que da lugar a 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 de GDF11 y ligandos potencialmente relacionados para aumentar la
formacion de gldbulos rojos in vivo.

Ejemplo 18. Trampa de GDF derivada de ActRIIB5

Otros han informado de una forma alternativa, soluble de ActRIIB (denominada ActRIIB5), en la que el exén 4, que
incluye el dominio transmembrana de ActRIIB, se ha reemplazado por una secuencia de extremo C-terminal diferente
(W02007/053775).

La secuencia de ActRIIB5 humano natural y sin su lider es la siguiente:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK

DFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDOGSGALWLCLEGPAHE
(SEQ ID NO: 36)

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

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCW@DDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE

(SEQ ID NO: 37)

Esta variante se puede conectar a un Fc humano con un conector TGGG para generar una proteina de fusién ActRIIB5
(L79D)-hFc humana con la siguiente secuencia:
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GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWE@DDFNCY DROECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST

TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE HTCPPCPAPELLGGPSVFEL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY

SKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 38)

Esta construccion se puede expresar en células CHO.

Ejemplo 19. Efectos en ratones de tratamiento combinado con EPO y una trampa de GDF con un dominio
extracelular de ActRIIB truncado

La EPO induce la formacion de gldbulos rojos al aumentar la proliferacién de precursores eritroides, mientras que las
trampas de GDF podrian afectar potencialmente a la formacién de gldbulos rojos de manera que complementen o
mejoren los efectos de la EPO. Por lo tanto, los solicitantes investigaron el efecto del tratamiento combinado con EPO
y ActRIIB (L79D 25-131)-hFc en los parametros eritropoyéticos. A ratones C57BL/6 machos (9 semanas de edad) se
les administré una sola 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 (solucion salina
tamponada con Tris). Los ratones se sometieron a eutanasia 72 h después de la dosificacién para la recoleccion de
sangre, bazos y fémures.

Los bazos y fémures se procesaron para obtener células precursoras de eritroides para el andlisis de citometria de
flujo. Después de la extraccion, el bazo se corté en medio de Dulbecco modificado de Iscove que contenia suero
bovino fetal al 5 % y se disocié mecanicamente empujando a través de un filtro de células de 70 um con el émbolo de
una jeringa estéril de 1 ml. Se limpiaron los fémures de cualquier musculo o tejido conectivo residual y se recortaron
los extremos para permitir la extraccion de la médula lavando el eje restante con medio de Dulbecco modificado de
Iscove que contenia suero fetal bovino al 5 % 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 volvieron a
suspender en PBS que contenia suero fetal bovino al 5 %. Se incubaron células (10°) con IgG anti-raton para bloquear
la unidon no especifica, a continuacion, se incubaron con anticuerpos marcados con fluorescencia contra los
marcadores de superficie celular de ratén CD71 (receptor de transferrina) y Ter119 (un antigeno asociado con
glicoforina A de superficie celular), se lavaron y se analizaron mediante citometria de flujo. Las células muertas en las
muestras se excluyeron del andlisis mediante contratincién con yoduro de propidio. La diferenciacion eritroide en el
bazo o en la médula 6sea se evalué por el grado de marcaje con CD71, que disminuye a lo largo del transcurso de la
diferenciacion, y el marcaje con Ter119, que aumenta durante la diferenciacién 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 lo
tanto, la citometria de flujo se usé para determinar el nimero de proeritroblastos (CD712"%@Ter119ba2), eritroblastos
basdfilos (CD712%@Ter1192), eritroblastos policromatofilos + ortocromatofilos (CD71Me9Ter1192@) y eritroblastos
ortocromatofilos tardios + reticulocitos (CD71°32Ter1192@), como se describe.

El tratamiento combinado con EPO y ActRIIB (L79D 25-131)-hFc llevé a un aumento sorprendentemente rotundo de
los glébulos rojos. En el marco de tiempo de 72 horas de este experimento, ni EPO ni ActRIIB (L79D 25-131)-hFc solo
aumentaron significativamente los hematocritos en comparacién con el vehiculo, mientras que el tratamiento
combinado con los dos agentes llevé a un aumento de casi un 25 % en los hematocritos que fue inesperadamente
sinérgico, es decir, mayor que la suma de sus efectos separados (figura 19). La sinergia de este tipo se considera en
general una evidencia de que los agentes individuales estan actuando a través de diferentes mecanismos celulares.
También se observaron resultados similares para las concentraciones de hemoglobina (figura 20) y las
concentraciones de globulos rojos (figura 21) cada uno de los cuales también aumentd de forma sinérgica con el
tratamiento combinado.

El analisis de los niveles de precursores eritroides puso de manifiesto un patron mas complejo. En el raton, el bazo se
considera el érgano principal responsable de la eritropoyesis inducible (“estrés”). El analisis citométrico de flujo del
tejido esplénico a las 72 h puso de manifiesto que la EPO alter6 marcadamente el perfil del precursor eritropoyético
en comparacion con el vehiculo, al aumentar el nUmero de eritroblastos basdfilos en mas de un 170 % a expensas de
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los precursores tardios (eritroblastos ortocromatéfilos tardios y reticulocitos), que disminuyeron en mas de un tercio
(figura 22). Es importante destacar que el tratamiento combinado aumenté significativamente los eritroblastos
basofilos en comparacién con el vehiculo, pero en menor medida que la EPO sola, al mismo tiempo que respaldaba
la maduracién de los precursores en etapa tardia (figura 22). Por lo tanto, el tratamiento combinado con EPO y ActRIIB
(L79D 25-131)-hFc aumenté la eritropoyesis mediante un aumento equilibrado de la proliferaciéon y maduracion de
precursores. Al contrario que con el bazo, el perfil de células precursoras en la médula 6sea después del tratamiento
combinado no difirié apreciablemente del de después de la EPO sola. Los solicitantes predicen a partir del perfil del
precursor esplénico que el tratamiento combinado llevaria a un aumento en los niveles de reticulocitos y estaria
acompafiado de una elevacién mantenida de los niveles de glébulos rojos maduros, si el experimento se extendiera
méas alla 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 no definido, una trampa de GDF puede moderar el fuerte
efecto proliferativo de un activador del receptor de la EPO solo y aun asi permitir que se alcancen niveles objetivo de
glébulos rojos con dosis mas bajas de un activador del receptor de la EPO, lo que evita asi posibles efectos adversos
u otros problemas asociados con niveles mas altos de activacion del receptor de la EPO.

Aunque se han analizado realizaciones especificas de la materia, la memoria descriptiva anterior es ilustrativa y no
restrictiva. Muchas variaciones resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras la visiébn general de esta
memoria descriptiva y las siguientes reivindicaciones. El alcance completo de la invencion se debe determinar por
referencia a las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido para su uso para tratar o prevenir la anemia o aumentar los niveles de glébulos rojos en
un paciente, donde dicho aumento, tratamiento o prevenciéon comprende administrar el polipéptido y un activador del
receptor de la eritropoyetina en una cantidad efectiva;

donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1, y donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicidn
correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO: 1; y

donde el activador del receptor de la eritropoyetina es un agente estimulador de la eritropoyesis seleccionado de entre

el grupo que consiste en epoetina alfa, la epoetina beta, epoetina delta, epoetina omega, darbepoetina alfa, metoxi-
polietilenglicol eritropoyetina beta y proteina de la eritropoyesis sintética.
2. El polipéptido para su uso segun la reivindicacién 1, donde el polipéptido comprende:
a. una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a los aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO:1;
b. aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO:1;
. una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a los aminoacidos 25-131 del SEQ ID NO:1;
d. una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a los aminoacidos 25-131 del SEQ ID NO:1;
o}
e. aminoacidos 25-131 del SEQ ID NO:1,
y donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicién correspondiente a la posicién 79 del SEQ ID
NO:1.
3. El polipéptido para su uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde el polipéptido se fusiona
con un dominio Fc de inmunoglobulina.
4. El polipéptido para su uso segun la reivindicacion 3, donde el polipéptido fusionado con un dominio Fc
comprende:
a. una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID

NO:28;

b. una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID
NO:28; o

c. la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:28.

5. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el polipéptido
comprende:

a. un acido aspartico en la posicion correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO:1; o
b. un acido glutamico en la posicion correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO:1.

6. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el polipéptido se une
al factor 8 de crecimiento y diferenciacion (GDF8).

7. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el polipéptido se une
al factor 11 de crecimiento y diferenciacién (GDF11).

8. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la cantidad administrada
ya sea del activador del receptor de la eritropoyetina o del polipéptido por si mismo es inefectiva para aumentar los
niveles de glébulos rojos.

9. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia se asocia
con un trastorno renal.

10. El polipéptido para su uso segun la reivindicacion 9, donde la anemia se asocia con enfermedad renal
cronica.

11. El polipéptido para su uso segun la reivindicacién 9, donde la anemia se asocia con enfermedad renal
aguda.
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12. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia se asocia
con tratamiento quimioterapico.

13. El polipéptido para su uso segun la reivindicacion 12, donde el tratamiento quimioterapico es tratamiento
con un taxano.

14. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia es una
consecuencia de pérdida de sangre.

15. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia se asocia
con un sindrome mielodisplasico.

16. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia se asocia
con mieloma multiple.

17. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia se asocia
con una talasemia.

18. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia es
enfermedad de células falciformes.

19. El polipéptido para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la anemia es una
hemoglobinopatia.

20. La combinacién de un polipéptido y un activador del receptor de la eritropoyetina para su uso para tratar

0 prevenir anemia o aumentar los niveles de glébulos rojos en un paciente, donde dicho aumento, tratamiento o
prevencion comprende administrar el polipéptido y el activador del receptor de la eritropoyetina en una cantidad
efectiva;

donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1, y donde el polipéptido comprende un aminoacido &cido en la posicion
correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO: 1;y

donde el activador del receptor de la eritropoyetina es un agente estimulante de la eritropoyesis seleccionado de entre
el grupo que consiste en epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta, epoetina omega, darbepoetina alfa, metoxi
polietilenglicol epoetina beta y proteina de la eritropoyesis sintética.

21. La combinacién para su uso segun la reivindicacion 20, donde el polipéptido es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 y el activador del receptor de la eritropoyetina es como se define en la
reivindicacion 1.

22. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 21, donde la cantidad administrada ya sea del
activador del receptor de la eritropoyetina o del polipéptido por si mismo es inefectiva para aumentar los niveles de
glébulos rojos.

23. La combinacién para su uso segun la reivindicacion 21 o la reivindicacion 22, donde la anemia es como
se define en cualquiera de las reivindicaciones 9-19.

24. Uso de un polipéptido para fabricar un medicamento para tratar o prevenir anemia o aumentar los niveles
de glébulos rojos en un paciente, donde dicho aumento, tratamiento o prevencién comprende administrar el polipéptido
y un activador del receptor de la eritropoyetina en una cantidad efectiva;

donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1, y donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion
correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO: 1; y

donde el activador del receptor de la eritropoyetina es un agente estimulante de la eritropoyesis seleccionado de entre
el grupo que consiste en epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta, epoetina omega, darbepoetina alfa, metoxi
polietilenglicol epoetina beta y proteina de la eritropoyesis sintética.

25. Uso de un polipéptido y un activador del receptor de la eritropoyetina para fabricar un medicamento para
tratar o prevenir anemia o aumentar los niveles de glébulos rojos en un paciente, donde dicho aumento, tratamiento o
prevencion comprende administrar el polipéptido y un activador del receptor de la eritropoyetina en una cantidad
efectiva;

51



10

15

ES 2796 121 T3

donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos 29-109 del SEQ ID NO: 1, y donde el polipéptido comprende un aminoacido acido en la posicion
correspondiente a la posicion 79 del SEQ ID NO: 1;y

donde el activador del receptor de la eritropoyetina es un agente estimulante de la eritropoyesis seleccionado de entre
el grupo que consiste en epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta, epoetina omega, darbepoetina alfa, metoxi
polietilenglicol epoetina beta y proteina de la eritropoyesis sintética.

26. El uso segun la reivindicacién 24 o la reivindicacion 25, donde el polipéptido es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 y el activador del receptor de la eritropoyetina es como se define en la
reivindicacion 1.

27. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, donde la cantidad administrada ya sea del
activador del receptor de la eritropoyetina o del polipéptido por si mismo es inefectiva para aumentar los niveles de
glébulos rojos.

28. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde la anemia es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 9-19.
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TGAAGAGAGG

GCTCTGCTGT

GTGCTGCTGC

TGTGTGGAGC

TACCTACGTT

AGTCTTCGTT

ACTTCTCTCC

TCGCCCGGCG

TCAGAAGCAA

AGTGCATCTA

AGCGGGCCGC

CTACAACGCC

CGAGACGACA

CCTCTGGGCG

CACGACGACG

TGGGGAGGCT

ACACACCTCG

GAGACACGGG

GGAGACCCGC

AACTGGGAGC

ACCCCTCCGA

TGGAGCGCAC

CTCTGTGCCC

CAACCAGAGC

TCACGTAGAT

GGCCTGGAGC

GATGTTGCGG

GCTGCGAAGG

TTGACCCTCG

CGAGCAGGAC

ACCTCGCGTG

AAGCGGCTGC

GTTGGTCTCG

ACTGCTACGC

CCGGACCTCG

CTCCTGGCGC

CGACGCTTCC

AACAGCTCTG

GCTCGTCCTG

GCACCATCGA

TTCGCCGACG

GCTCGTGAAG

TGACGATGCG

AAGGGCTGCT

GAGGACCGCG

GGGATGATGA

TTGTCGAGAC

CTTCAACTGC

CGTGGTAGCT

TACGATAGGC

CGAGCACTTC

AGGAGTGTGT

TTCCCGACGA

GGCCACTGAG

CCCTACTACT

GAGAACCCCC

GAAGTTGACG

AGGTGTACTT

ATGCTATCCG

CTGCTGCTGT

TCCTCACACA

GAAGGCAACT

CCGGTGACTC

TCTGCAACGA

CTCTTGGGGG

GCGCTTCACT

TCCACATGAA

CATTTGCCAG

GACGACGACA

AGGCTGGGGG

CTTCCGTTGA

CCCGGAAGTC

AGACGTTGCT

ACGTACGAGC

CGCGAAGTGA

CACCCCCGAC

GTAAACGGTC

AGCCCCCACC

GTGGGGGCTG

CCAGCACCTG
GGTCGTGGAC

ACCCAAGGAC
TGGGTTCCTG

TGGTGGACGT
ACCACCTGCA

GACGGCGTGG
CTGCCGCACC

CAACAGCACG
GTTGTCGTGC

GGCTGAATGG
CCGACTTACC

GCCCCCATCG
CGGGGGTAGC

TCGGGGGTGG

AACTCCTGGG
TTGAGGACCC

ACCCTCATGA
TGGGAGTACT

GAGCCACGAA
CTCGGTGCTT

AGGTGCATAA
TCCACGTATT

TACCGTGTGG
ATGGCACACC

CAAGGAGTAC
GTTCCTCATG

AGAAAACCAT
TCTTTTGGTA

TCCGACCCCC

GGTGGTGGAA
CCACCACCTT

GGGACCGTCA
CCCTGGCAGT

TCTCCCGGAC
AGAGGGCCTG

GACCCTGAGG
CTGGGACTCC

TGCCAAGACA
ACGGTTCTGT

TCAGCGTCCT
AGTCGCAGGA

AAGTGCAAGG
TTCACGTTCC

CTCCAAAGCC
GAGGTTTCGG

FIGURA 4
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GGGCCTTCAG

CTCACACATG
GAGTGTGTAC

GTCTTCCTCT
CAGAAGGAGA

CCCTGAGGTC
GGGACTCCAG

TCAAGTTCAA
AGTTCAAGTT

AAGCCGCGGG
TTCGGCGCCC

CACCGTCCTG
GTGGCAGGAC

TCTCCAACAA
AGAGGTTGTT

AAAGGGCAGC
TTTCCCGTCG

TGCATGCTCG

CCCACCGTGC
GGGTGGCACG

TCCCCCCAAA
AGGGGGGTTT

ACATGCGTGG
TGTACGCACC

CTGGTACGTG
GACCATGCAC

AGGAGCAGTA
TCCTCGTCAT

CACCAGGACT
GTGGTCCTGA

AGCCCTCCCA
TCGGGAGGGT

CCCGAGAACC
GGGCTCTTGG
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L L0

ACAGGTGTAC
TGTCCACATG

TCAGCCTGAC
AGTCGGACTG

GAGTGGGAGA
CTCACCCTCT

CGTGCTGGAC
GCACGACCTG

ACAAGAGCAG
TGTTCTCGTC

GAGGCTCTGC
CTCCGAGACG

TAAATGA
ATTTACT
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ACCCTGCCCC
TGGGACGGGG

CTGCCTGGTC
GACGGACCAG

GCAATGGGCA
CGTTACCCGT

TCCGACGGCT
AGGCTGCCGA

GTGGCAGCAG
CACCGTCGTC

ACAACCACTA
TGTTGGTGAT

(SEQ ID NO:25)
(SEQ ID NO:33)

FIGURA 4 CONT

CATCCCGGGA
GTAGGGCCCT

AAAGGCTTCT
TTTCCGAAGA

GCCGGAGAAC
CGGCCTCTTG

CCTTCTTCCT
GGAAGAAGGA

GGGAACGTCT
CCCTTGCAGA

CACGCAGAAG
GTGCGTCTTC

57

GGAGATGACC
CCTCTACTGG

ATCCCAGCGA
TAGGGTCGCT

AACTACAAGA
TTGATGTTCT

CTATAGCAAG
GATATCGTTC

TCTCATGCTC
AGAGTACGAG

AGCCTCTCCC
TCGGAGAGGG

AAGAACCAGG
TTCTTGGTCC

CATCGCCGTG
GTAGCGGCAC

CCACGCCTCC
GGTGCGGAGG

CTCACCGTGG
GAGTGGCACC

CGTGATGCAT
GCACTACGTA

TGTCCCCGGG
ACAGGGGCCC
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VLLLCGAVEV

SPGAAETREC

EGEQDKRLHC

YASWRNSSGT

IYYNANWELE

RTNQOSGLERC

IELVKKGCWD

DDEFNCYDRQE

CVATEENPQV

YFCCCEGNEC

NERFTHLPEA

GGPEVTYEPP

PTGGGTHTCP

PSVFLFPPKP

KTKPREEQYN

KAKGQPREPQ

ENNYKTTPPV

QKSLSLSPGK

KDTLMISRTP

STYRVVSVLT

VYTLPPSREE

LDSDGSFFLY

(SEQ ID NO:

EVTCVVVDVS
VLHODWLNGK
MTKNQVSLTC
SKLTVDKSRW

26)

FIGURAS
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HEDPEVEKENW

EYKCKVSNKA

LVKGFYPSDI

QQGNVESCSV

PCPAPELLGG

YVDGVEVHNA

LPAPIEKTIS

AVEWESNGOQP

MHEALHNHYT
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TGAAGAGAGG

GCTCTGCTGT

GTGCTGCTGC

TGTGTGGAGC

TACCTACGTT

AGTCTTCGTT

ACTTCTCTCC

TCGCCCGGCG

TCAGAAGCAA

N A N W
ACGCCAACTG

AGCGGGCCGC

E L E
GGAGCTGGAG

CGAGACGACA

E T
CCGCTGAGAC

CACGACGACG

R E C
ACGGGAGTGC

ACACACCTCG

I Y ¥
ATCTACTACA

GGCGACTCTG

R T N
CGCACCAACC

TGCCCTCACG

Q S G L
AGAGCGGCCT

TAGATGATGT

E R C
GGAGCGCTGC

TGCGGTTGAC

E G E
GAAGGCGAGC

CCTCGACCTC

Q D K R
AGGACAAGCG

GCGTGGTTGG

L H C
GCTGCACTGC

TCTCGCCGGA

Y A S
TACGCCTCCT

CCTCGCGACG

W R N S
GGCGCAACAG

CTTCCGCTCG

S G T
CTCTGGCACC

TCCTGTTCGC

I E L
ATCGAGCTCG

CGACGTGACG

v K K G
TGAAGAAGGG

ATGCGGAGGA

C W D
CTGCTGGGAC

CCGCGTTGTC

D D F
GATGACTTCA

GAGACCGTGG

N C Y D
ACTGCTACGA

TAGCTCGAGC

R Q0 E
TAGGCAGGAG

ACTTCTTCCC

c VvV A
TGTGTGGCCA

GACGACCCTG

T E E N
CTGAGGAGAA

CTACTGAAGT

P Q V
CCCCCAGGTG

TGACGATGCT

Y F C
TACTTCTGCT

ATCCGTCCTC

cC C E G
GCTGTGAAGG

ACACACCGGT

N F C
CAACTTCTGC

GACTCCTCTT

N E R
AACGAGCGCT

GGGGGTCCAC

F T H L
TCACTCATTT

ATGAAGACGA

P E A
GCCAGAGGCT

CGACACTTCC

G G P
GGGGGCCCGG

GTTGAAGACG

E v T ¥
AAGTCACGTA

TTGCTCGCGA

E P P
CGAGCCACCC

AGTGAGTAAA

P T
CCGACAGGTG

CGGTCTCCGA

GTGGAACTCA
CACCTTGAGT

CCGTCAGTCT
GGCAGTCAGA

CCGGACCCCT
GGCCTGGGGA

CTGAGGTCAA
GACTCCAGTT

CCCCCGGGCC

CACATGCCCA
GTGTACGGGT

TCCTCTTCCC
AGGAGAAGGG

GAGGTCACAT
CTCCAGTGTA

GTTCAACTGG
CAAGTTGACC

TTCAGTGCAT

CCGTGCCCAG
GGCACGGGTC

CCCAAAACCC
GGGTTTTGGG

GCGTGGTGGT
CGCACCACCA

TACGTGGACG
ATGCACCTGC
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GCTCGGTGGG

CACCTGAACT
GTGGACTTGA

AAGGACACCC
TTCCTGTGGG

GGACGTGAGC
CCTGCACTCG

GCGTGGAGGT
CGCACCTCCA

GGCTGTCCAC

CCTGGGGGGA
GGACCCCCCT

TCATGATCTC
AGTACTAGAG

CACGAAGACC
GTGCTTCTGG

GCATAATGCC
CGTATTACGG
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AAGACAAAGC
TTCTGTTTCG

CGTCCTCACC
GCAGGAGTGG

GCAAGGTCTC
CGTTCCAGAG

AAAGCCAAAG

TTTCGGTTTC

CCGGGAGGAG

GGCCCTCCTC

GCTTCTATCC
CGAAGATAGG

GAGAACAACT
CTCTTGTTGA

CTTCCTCTAT
GAAGGAGATA

ACGTCTTCTC
TGCAGAAGAG

CAGAAGAGCC
GTCTTCTCGG
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CGCGGGAGGA
GCGCCCTCCT

GTCCTGCACC
CAGGACGTGG

CAACAAAGCC
GTTGTTTCGG

GGCAGCCCCG

CCGTCGGGGC

ATGACCAAGA

TACTGGTTCT

CAGCGACATC
GTCGCTGTAG

ACAAGACCAC
TGTTCTGGTG

AGCAAGCTCA
TCGTTCGAGT

ATGCTCCGTG
TACGAGGCAC

TCTCCCTGTC
AGAGGGACAG

GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

AGGACTGGCT
TCCTGACCGA

CTCCCAGCCC
GAGGGTCGGG

AGAACCACAG

TCTTGGTGTC

ACCAGGTCAG

TGGTCCAGTC

GCCGTGGAGT
CGGCACCTCA

GCCTCCCGTG
CGGAGGGCAC

CCGTGGACAA
GGCACCTGTT

ATGCATGAGG
TACGTACTCC

CCCGGGTAAA
GGGCCCATTT

AGCACGTACC
TCGTGCATGG

GAATGGCAAG
CTTACCGTTC

CCATCGAGAA
GGTAGCTCTT

GTGTACACCC

CACATGTGGG

CCTGACCTGC

GGACTGGACG

GGGAGAGCAA
CECTCTCGEILT

CTGGACTCCG
GACCTGAGGC

GAGCAGGTGG
CTCGTCCACC

CTCTGCACAA
GAGACGTGTT

TGA
ACT

FIGURA6 CONT

60

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

GTGTGGTCAG
CACACCAGTC

GAGTACAAGT
CTCATGTTCA

AACCATCTCC
TTGGTAGAGG

TGCCCCCATC
ACGGGGGTAG
CTGGTCAAAG

GACCAGTTTC

TGGGCAGCCG
ACCCGTCGGC

ACGGCTCCTT
TGCCGAGGAA

CAGCAGGGGA
GTCGTCCCCT

CCACTACACG
GGTGATGTGC

27)
34)
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NWELERTNQS

GLERCEGEQD

KRLHCYASWR

NSSGTIELVK

KGCWDDDENC

YDRQECVATE

ENPQVYFCCC

EGNFCNERFT

HLPEAGGPEV

TYEPPPTGGG
VVDVSHEDPE
WLNGKEYKCK
VSLTCLVEKGEF

DKSRWQOGNV

THTCPPCPAP

VEFNWYVDGV

VSNKALPAPIT

YPSDIAVEWE

FSCSVMHEAL

FLLGGPSVFL

EVHNAKTKPR

FKTISKAKGQ

SNGOPENNYK

HNHYTQKSLS
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FPPKPKDTLM

EEQYNSTYRV

PREPQVYTLP

TTPPVLDSDG

LSPGK (SEQ

ISRTPEVTCV

VSVLTVLHQD

PSREEMTEKNQ

SEFFLYSKLTV

ID NO: 28)
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1 ETRECIYYNA NWELERTNQS GLERCEGEQD KRLHCYASWR NSSGTIELVK
51 KGCWDDDFNC YDRQECVATE ENPQVYFCCC EGNFCNERFT HLPEAGGPEV

101 TYEPPPT (SEQ ID NO: 29)

FIGURAS
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TGAAGAGAGG

GCICTGCTIGET

GTGCTGCTGC

TGTGTGGAGC

TACCTACGTT

AGTCTTCGTT

ACTTCTCTCC

TCGCCCGGCG

TCAGAAGCAA

N A N W
ATGCTAATTG

AGCGGGCCGC

E L E
GGAACTCGAA

CGAGACGACA

E T
CCGCCGAAAC

CACGACGACG

R E C
CCGCGAATGT

ACACACCTCG

I Y Y
ATTTATTACA

GGCGGCTTTG

R T N
CGGACGAACC

GGCGCTTACA

Q S G L
AATCCGGGCT

TAAATAATGT

E R C
CGAACGGTGT

TACGATTAAC

E G E
GAGGGGGAAC

CCTTGAGCTT

Q D K R
AGGATARACG

GCCTGCTTGG

L H C
CCTCCATTGC

TTAGGCCCGA

Y A S
TATGCGTCGT

GCTTGCCACA

W R N S
GGAGGAACTC

CTCCCCCTTG

S G T
CTCCGGGACG

TCCTATTTGC

I E L
ATTGAACTGG

GGAGGTAACG

v K K G

TCAAGAAAGG

ATACGCAGCA

C W D
GTGCTGGGAC

CCTCCTTGAG

D D F
GACGATTTCA

GAGGCCCTGC

N C Y D
ATTGTITATGA

TAACTTGACC

R Q E
CCGCCAGGAA

AGTTCTTTCC

C V A
TeTGTRGCHA

CACGACCCTG

T E E N
CCGAAGAGAA

CTGCTAAAGT

P Q V
licclBcaceTl

TAACAATACT

Y F C
TANTTCTGET

GGCGGTCCTT

cC C E G

GTTGCGAGGG GAATTTCTGT

ACACAGCGCT

N F C

GGCTTCTCTT

N E R
AATGAACGGT

AGGCGTCCAG

F T H L
TTACCCACCT

ATAAAGACAA

P E A
CCCCGAAGCC

CAACGCTCCC

G G P
celccBcclc

CTTAAAGACA

E V T Y
ABcTEacHETA

TTACTTGCCA

E P P
BczaBcclcchE

AATGGGTGGA

P T
cclacBcacTe

GGGGCTTCGG

GTGGAACTCA
CACCTTGAGT

CCGTCAGTCT
GGCAGTCAGA

CCGGACCCCT
GGCCTGGGGA

CTGAGGTCAA
GACTCCAGTT

AAGACAAAGC
TTCTGLTTCG

CGTCCTCACC
GCAGGAGTGG

CCGCCCGGGL

CACATGCCCA
GTGTACGGGT

TCCTCTTCCC
AGGAGAAGGG

GAGGTCACAT
CTCCAGTGTA

GTTCAACTGG
CAAGTTGACC

CGCGGGAGGA
GCGCCCTCCT

GTCCTGCACC
CAGGACGTGG

TCCACTGGAT

CCGTGCCCAG
GGCACGGGTC

CCCAAAACCC
GGGTTTTGGG

GCGTGGTGGT
CGCACCACCA

TACGTGGACG
ATGCACCTGC

GCAGTACAAC
CGTCATGTTG

AGGACTGGCT
TCCTGACCGA

FIGURA 9
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ACTTGGGGGC

CACCTGAACT
GTGGACTTGA

AAGGACACCC
TTCCTGTGGG

GGACGTGAGC
CCTGCACTCG

GCGTGGAGGT
CGCACCTCCA

AGCACGTACC
TCGTGCATGG

GAATGGCAAG
CTTACCGTTC

GGGTGGCCAC

CCTGGGGGGA
GGACCCCCCT

TCATGATCTC
AGTACTAGAG

CACGAAGACC
GTGCTTCTGG

GCATAATGCC
CGTATTACGG

GTGTGGTCAG
CACACCAGTC

GAGTACAAGT
CTCATGTTCA



701

it

801

851

901

951

1001

1051

GCAAGGTCTC
CGTTCCAGAG

AAAGCCAAAG
TTTCGGTTTC

CCGGGAGGAG
GGCCCTCCTC

GCTTCTATCC
CGAAGATAGG

GAGAACAACT
CTCTTGTTGA

CTTCCTCTAT
GAAGGAGATA

ACGTCTTCTC
TGCAGAAGAG

CAGAAGAGCC
GTCTTCTCGG

ES 2796 121 T3

CAACAAAGCC
GTTGTTTCGG

GGCAGCCCCG
CCGTCGGGGC

ATGACCAAGA
TACTGGTTCT

CAGCGACATC
GTCGCTGTAG

ACAAGACCAC
TGTTCTGGTG

AGCAAGCTCA
TCGTTCGAGT

ATGCTCCGTG
TACGAGGCAC

TCTCCCTGTC
AGAGGGACAG

CTCCCAGCCC
GAGGGTCGGG

AGAACCACAG
TCTTGGTGTC

ACCAGGTCAG
TGGTCCAGTC

GCCGTGGAGT
CGGCACCTCA

GCCTCCCGTG
CGGAGGGCAC

CCGTGGACAA
GGCACCTGTT

ATGCATGAGG
TACGTACTCC

CCCGGGTAAA
GGGCCCATTT

CCATCGAGAA
GGTAGCTCTT

GTGTACACCC
CACATGTGGG

CCTGACCTGC
GGACTGGACG

GGGAGAGCAA
CECTECICGITT

CTGGACTCCG
GACCTGAGGC

GAGCAGGTGG
CTCGTCCACC

CTCTGCACAA
GAGACGTGTT

TGA
ACT

FIGURA 9 CONT
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(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

AACCATCTCC
TTGGTAGAGG

TGCCCCCATC
ACGGGGGTAG

CTGGTCAAAG
GACCAGTTTC

TGGGCAGCCG
ACCCGTCGGC

ACGGCTCCTT
TGCCGAGGAA

CAGCAGGGGA
GTCGTCCCCT

CCACTACACG
GGTGATGTGC

30)
59



GAAAC
AATCCGGGCT
GGAGGAACTC
ATTGITATGA
GITGCGAGGG

AGGTGACCTA

CCGCGAATGT
CGAACGGTGT
cTCEGGEACE
CCGCCAGGAA
GAATTTCTGT

TGAACCCCCG

ES 2796 121 T3

ATTTATTACA ATGCTAATTG GGAACTCGRA
GAGGGGGAAC AGGATAAACG CCTCCATTGC
ATTGAACTGG TCAAGAAAGG GTGCTGGGAC
TGTGTCGCGA CCGAAGAGAA TCCGCAGGTC
AATGAACGGT TTACCCACCT CCCCGRAGCC

CCCACC  (SEQ ID NO: 31)

FIGURA10
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CGGACGAACC
TATGCGTCGT
GACGATTTCA
TATTTCTGIT

GGCGGGECCCE
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RBC (10" células/L)
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ActRIIB(L79D 25-131)-hFc



Cambio desde el valor inicial (%)
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RBC (10" células/L)
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Pérdida aguda de sangre +
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc

Pérdida aguda de sangre +
Vehiculo



Cambio absoluto en conc. de RBC (108/pl)
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Cambio abscluto en conc. de hemoglobina (g/dL)
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Cambio absoluto en conc. de reticulocitos (109/L)
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Hematocrito (%)
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EPO +
ActRIIB(L79D
25-131)-hFc



Hemoglobina (g/dL)
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EPO

EPO +
ActRIIB(L79D
25-131)-hFc



RBC (10° células/pL)
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EPO +
ACtRIIB(L79D
25-131)-hFc



Poblacion seleccionada (%)
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