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REFERINTE INCRUCISATE LA CERERI CONEXE

Aceasta cerere revendica beneficiul prioritatii cererilor provizorii cu numerele de
serie din Statele Unite 62/362.955, depusa la data de 15 iulie 2016; 62/453.888,
depusa la data de 2 februarie 2017; si 62/510.403, depusa la data de 24 mai 2017.
BAZELE INVENTIEI

Hipertensiunea pulmonara (PH) este o boala caracterizata prin presiune ridicata
a sangelui in vasculatura pulmonara, incluzand arterele pulmonare, venele pulmonare
si capilarele pulmonare. In general, PH este definita ca o presiune arteriala pulmonara
medie (PA) = 25 mm Hg n repaus sau = 30 mm Hg cu exercitiu [Hill si colab.,
Respiratory Care 54(7):958-68 (2009)]. Principalul simptom al PH este dificultatea
respiratiei sau scurtarea respiratiei, si alte simptome includ oboseala, ameteli, lesin,
edem periferic (umflaturi la nivelul piciorului, picioarelor sau gleznelor), buze si piele
albastrui, dureri toracice, angina pectorala, ameteala in timpul unor exercitii, tuse
neproductiva, puls crescut si palpitati. PH poate fi o boala severa care provoaca
insuficientéd cardiaca, care este una dintre cele mai frecvente cauze de deces la
persoanele cu hipertensiune pulmonara. Hipertensiunea pulmonara postoperatorie
poate complica multe tipuri de interventii chirurgicale sau proceduri si poate prezenta
0 provocare asociata cu o mortalitate ridicata.

PH poate fi grupata pe baza diferitelor manifestari ale bolii care au in comun
similitudini a mecanismelor fiziopatologice, prezentarea clinica si abordarile
terapeutice [Simonneau si colab., JACC 54(1):S44-54 (2009)]. Clasificarea clinica a
PH a fost propusa pentru prima data in 1973, iar o clasificare clinica recenta actualizata
a fost aprobata de Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) in 2008. Conform clasificarii
clinice actualizate a PH-ului, exista cinci grupe principale de PH: hipertensiunea
arteriala pulmonara (PAH), caracterizata printr-o presiune capilara PA = 15 mm Hg;
PH datorita unei boli cardiace stangi (cunoscuta si sub numele de hipertensiune
venoasa pulmonara sau insuficientd cardiacd congestiva), caracterizata printr-o
presiune capilara PA> 15 mm Hg; PH datorita bolilor pulmonare si/sau hipoxiei; PH de
tromboembolii cronice; si PH cu etiologii neclare sau multifactoriale [Simonneau si
colab., JACC 54(1):S44-54 (2009); Hill si colab., Respiratory Care 54(7):958-68
(2009)]. PAH este clasificata in continuare in PAH idiopatica (IPAH), o boala sporadica
in care nu exista nici un istoric familial de PAH, niciun factor de risc identificat; PAH
ereditar; PAH indusa de medicamente si toxine; PAH asociata cu boli ale tesutului
conjunctiv, infectie HIV, hipertensiune portald, boli congenitale ale inimii,
schistosomiaza si anemie hemolitica cronica; si PH persistent al nou-nascutilor
[Simonneau si colab., JACC 54(1):S44-54 (2009)]. Diagnosticul diferitelor tipuri de PH
necesita o serie de teste.

In general, tratamentul PH depinde de cauza sau clasificarea PH. in cazul in
care PH este cauzat de un medicament cunoscut sau de o afectiune medicala, este
cunoscut sub numele de PH secundar, si tratamentul sdu este de obicei indreptat catre
boala de baza. Tratamentul hipertensiunii pulmonare venoase implica, in general,
optimizarea functiei ventriculare stangi prin administrarea de diuretice, beta-blocante
si inhibitori ai ACE, sau repararea sau inlocuirea unei valve mitrale sau aortice.
Terapiile PAH includ vasodilatatoare pulmonare, digoxina, diuretice, anticoagulante si
oxigenoterapie. Vasodilatatoarele pulmonare vizeaza cai diferite, incluzand calea
prostaciclinei (de exemplu, prostaciclina, inclusiv epoprostenol intravenos, treprostinil
subcutanat sau intravenos si iloprost inhalat), calea oxidului azotic (de exemplu,
inhibitori ai fosfodiesterazei-5, inclusiv sildenafil si tadalafil) si calea endotelinei-1 (de
exemplu, antagonisti ai receptorilor de endotelina, inclusiv bosentan oral si
ambrisentan oral) [Humbert, M. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 179:650-6 (2009); Hill
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si colab., Respiratory Care 54(7):958-68 (2009)]. Cu toate acestea, terapiile curente
nu ofera nici un remediu pentru PH si nu trateaza direct remodelarea vasculara
subiacenta si muscularizarea vaselor de sange observate la multi pacienti cu PH.
EP2594280 se refera la utilizarea neutralizatorilor de activina pentru tratamentul bolilor
asociate cu activarea aberanta a "raspunsului de aparare a gazdei". AU2012244215
se refera la metode si compozitii care cuprind polipeptide ale receptorului de ActRII
pentru utilizare in tratarea bolilor asociate cu activitate anormala a unei proteine de
ActRII si/sau a unui ligand de ActRIl, inclusiv boala pulmonara.

Astfel, existd o nevoie stringenta, neindeplinitd de terapii eficiente pentru
tratarea hipertensiunii pulmonare. in consecinta, un obiect al prezentei dezvaluiri
consta in furnizarea unor compozitii pentru utilizarea in tratarea, prevenirea sau
reducerea ratei de progresare si/sau a severitatii PH, in special tratarea, prevenirea
sau reducerea ratei de progresare si/sau a severitatii unuia sau mai multor complicatii
asociate cu PH.

DESCRIERE PE SCURT

Obiectul pentru care se solicita protectie este definit in revendicarile 1-24.

In acest sens, prezenta inventie reda o compozitie pentru utilizarea in tratarea
hipertensiunii arteriale pulmonare, in care compozitia cuprinde administrarea unui
pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente dintr-o polipeptida ActRIIA
cuprinzand o secventa de aminoacizi care este cel putin 80% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 32. Prezenta inventie reda, de asemenea, o compozitie
pentru utilizarea in tratarea hipertensiunii arteriale pulmonare, in care compozitia
cuprinde administrarea unui pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitafi
eficiente dintr-o polipeptida ActRIIA cuprinzédnd o secventa de aminoacizi care este cel
putin 80% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 39. intr-un caz, pacientul
are o presiune arteriala pulmonara in repaus (PAP) de cel putin 25 mm Hg. Intr-un alt
caz, compozitia destinata utilizarii reduce PAP la pacient; scade hipertrofia ventriculului
la pacient; scade hipertrofia musculaturii netede la pacient; scade muscularitatea
arteriolei pulmonare la pacient; scade rezistenta vasculara pulmonara la pacient;
reduce rezistenta vasculara pulmonara la pacient; mareste presiunea capilara de
blocare pulmonara; creste presiunea telediastolica a ventriculului stang; creste
capacitatea de exercitiu a pacientului; creste distanta de mers pe jos a pacientului de
6 minute; si/sau reduce indicele de dispnee Borg (BDI) al pacientului. intr-un caz,
pacientul are hipertensiune pulmonara functionala clasa Il sau clasa lll, asa cum este
recunoscutd de Organizatia Mondiald a Sanatatii. intr-un alt caz, compozitia destinata
utilizarii previne sau intarzie progresarea clasei hipertensiunii pulmonare functionale.
Intr-un alt caz, compozitia destinata utilizarii promoveaza sau creste regresia clasei
hipertensiunii pulmonare functionale. Intr-un alt caz, polipeptida cuprinde o secventa
de aminoacizi care este cel putin 85% identica cu secventa de aminoacizi a SEQ ID
NO: 32. intr-un alt caz, polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este cel
putin 90% identicd cu secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 32. intr-un alt caz,
polipeptida cuprinde o secventd de aminoacizi care este cel putin 95% identica cu
secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 32. intr-un alt caz, polipeptida cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin 99% identica cu secventa de aminoacizi a
SEQ ID NO: 32. intr-un alt caz, polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi a SEQ ID
NO: 32. intr-un alt caz, polipeptida consta din secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:
32. intr-un caz, polipeptida cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 85%
identicd cu secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 39. intr-un alt caz, polipeptida
cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 90% identica cu secventa de
aminoacizi a SEQ ID NO: 39. intr-un alt caz, polipeptida cuprinde o secventa de
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aminoacizi care este cel putin 95% identica cu secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:
39. Intr-un alt caz, polipeptida cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin
99% identica cu secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 39. intr-un alt caz, polipeptida
cuprinde secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 39. intr-un alt caz, polipeptida consta
din secventa de aminoacizi a SEQ ID NO: 39. intr-un caz, polipeptida face parte dintr-
un complex proteic homodimer. intr-un alt caz, tratamentul cuprinde suplimentar
administrarea unuia sau mai multor agenti selectati din grupul constand din:
vasodilatatori, inhibitori de fosfodiesteraza tip 5, stimulatori solubili de guanilat ciclaza,
agonisti ai receptorilor de prostaciclina si antagonisti ai receptorului de endotelina. Intr-
un caz, pacientul a fost tratat cu unul sau mai multi vasodilatatori. Intr-un alt caz,
respectivul unul sau mai multi vasodilatatori este selectat din grupul format din:
bosentan, sildenafil, beraprost, macitentan, selexipag, epoprostenol, treprostinil,
iloprost, ambrisentan, si tadalafil. Intr-un caz, polipeptida ActRIIA se leagé la unul sau
mai multi liganzi selectati din grupul format din: activina A, activina B si GDF11.

In parte, datele prezentate aici demonstreaza ca antagonistii (inhibitori) de
GDF/BMP pot fi utilizati pentru tratarea hipertensiunii pulmonare. De exemplu, s-a
demonstrat ca o polipeptida ActRIIA solubila si un heterodimer ALK4: ActRIIB pot fi
utilizati, individual, pentru a reduce tensiunea arteriala, hipertrofia cardiaca si greutatea
pulmonara intr-un model de hipertensiune arteriala pulmonara (PAH) indusa de
monocrotalina. Efecte pozitive similare au fost observate pentru polipeptida ActRIIA in
modelul de hipoxie Sugen a PAH. Analiza histologica a pus in evidenta, in plus, ca
polipeptida ActRIIA a avut efecte surprinzatoare si semnificative asupra scaderii
remodelarii vasculare si a muscularizarii vaselor de sange, atat in modelele de PAH
induse de monocrotalina cat si in cele de hipoxie, Sugen. Mai mult, atat polipeptida
ActRIIA, cét si heterodimerul ALK4: ActRIIB au avut in mod surprinzator un efect mai
mare asupra ameliorarii diferitelor complicatii ale PAH in comparatie cu sildenafilul,
care este un medicament aprobat pentru tratamentul PAH. Astfel, dezvaluirea
stabileste ca antagonistii cailor de semnalizare ActRII (ActRIIA si ActRIIB) pot fi folositi
pentru a reduce severitatea hipertensiunii pulmonare. in timp ce polipeptidele solubile
ActRlla si heteromultimerii ALK4:ActRIIB pot afecta hipertensiunea pulmonara printr-
un alt mecanism decat antagonismele ligandului ActRIIA/B, dezvaluirea demonstreaza
totusi, ca agentii terapeutici dezirabili pot fi selectati pe baza activitatii antagonistului
de semnalizare a ActRIl. Prin urmare, in unele cazuri, dezvaluirea reda metode pentru
utilizarea diferitilor antagonisti de semnalizare a ActRII pentru tratarea hipertensiunii,
in special a hipertensiunii pulmonare, incluzand, de exemplu, antagonisti care inhiba
unul sau mai multi liganzi de ActRIIA/B [de exemplu, activina (activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina
BE), GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, si BMP10]; antagonisti care inhiba unul
sau mai multi receptori de tip | si/sau tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK7
si ALKS5); si antagonisti care inhibad una sau mai multe componente de semnalizare in
aval (de exemplu, proteine Smad cum ar fi Smad-uri 2 si 3). Asa cum se utilizeaza aici,
astfel de antagonisti de semnalizare sunt denumiti in mod colectiv "antagonisti de
GDF/BMP" sau "inhibitori de GDF/BMP". in consecinta, dezvaluirea reda, partial,
compozitii antagoniste de GDF/BMP si compozitii pentru utilizare in tratarea
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, PAH), in special pentru tratarea uneia sau mai
multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare (de exemplu, presiune a sangelui
crescutd, hipertrofie cardiaca, remodelare vasculara, si muscularizarea vaselor).
Antagonistii de GDF/BMP care trebuie utilizati in conformitate cu metodele si utilizarile
conform dezvaluirii includ, de exemplu, capcane pentru liganzi (de exemplu,
polipeptide ActRIIA solubile, polipeptide ActRIIB, heterodimeri ALK4: ActRIIB,
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polipeptide folistatinice si polipeptide FLRG), antagonisti ai anticorpilor, antagonisti ai
moleculelor mici si antagonisti ai nucleotidelor. Optional, antagonistii de GDF/BMP pot
fi utilizati Tn combinatie cu una sau mai multe terapii de sustinere si/sau agenti activi
suplimentari pentru tratarea hipertensiunii pulmonare.

In anumite cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii pentru utilizarea in tratarea
hipertensiunii arteriale pulmonare cuprinzadnd administrarea unui pacient care are
nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de polipeptida ActRIIA. in unele cazuri,
polipeptida ActRIIA cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 70% (de
exemplu, cel putin 70%,75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) identica cu o secventa de aminoacizi
care incepe la oricare dintre aminoacizii 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, sau 30 ai
SEQ ID NO: 9 si se termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113, 114, 115,
116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132,
133, 134 sau 135 ai SEQ ID NO: 9. In unele cazuri, polipeptida ActRIIA cuprinde o
secventd de aminoacizi care este cel putin 70% (de exemplu, cel putin 70%, 75%,
80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100%) identica cu secventa de aminoacizi ai SEQ ID NO: 10. n unele cazuri,
polipeptida ActRIIA cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 70% (de
exemplu, cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) identica cu secventa de aminoacizi
a SEQ ID NO: 11. In unele cazuri, polipeptida ActRIIA este o proteina de fuziune care
cuprinde un domeniu ActRIIA si unul sau mai multe domenii polipeptidice heterologe
cu ActRIIA. Tn unele cazuri, polipeptida ActRIIA este o proteind de fuziune care
cuprinde un domeniu Fc al unei imunoglobuline. in unele cazuri, domeniul Fc al
imunoglobulinei este un domeniu Fc al unei imunoglobuline 1gG1. in unele cazuri,
proteina de fuziune ActRIIA cuprinde in plus un domeniu linker pozitionat intre
domeniul polipeptidic ActRIIA si unul sau mai multe domenii heterologe (de exemplu,
un domeniu de imunoglobulind Fc). In unele cazuri, domeniul linkerului este selectat
din grupul format din: TGGG (SEQ ID NO: 23), TGGGG (SEQ ID NO: 21), SGGGG
(SEQ ID NO: 22), GGGGS (SEQ ID NO: 25), GGG (SEQ ID NO: 19), GGGG (SEQ ID
NO: 20), si SGGG (SEQ ID NO: 24). in unele cazuri, polipeptida ActRIIA cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93 %, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 32. in unele cazuri, polipeptida ActRIIA
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 32. in unele cazuri, polipeptida
ActRIIA consta din secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 32. In unele cazuri,
polipeptida ActRIIA face parte dintr-un complex proteic homodimer. in unele cazuri,
polipeptida ActRIIA este glicozilata. In unele cazuri, polipeptida ActRIIA are un model
de glicozilare care poate fi obtinut prin exprimarea intr-o celuld ovariana de hamster
chinez. In unele cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade presiunea arteriald
pulmonaré la pacient. In unele cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade
presiunea arteriala pulmonara la pacient cu cel putin 10% (de exemplu, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau cel putin
80%). in unele cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade hipertrofia ventriculului
la pacient. in unele cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade hipertrofia
ventriculului la pacient cu cel putin 10% (de exemplu, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau cel putin 80%). in unele cazuri,
administrarea polipeptidei ActRIIA scade hipertrofia muschiului neted la pacient. in
unele cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade hipertrofia muschilor netezi la
pacient cu cel putin 10% (de exemplu, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
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50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau cel putin 80%). in unele cazuri, administrarea
polipeptidei ActRIIA scade muscularitatea arteriolei pulmonare la pacient. In unele
cazuri, administrarea polipeptidei ActRIIA scade muscularitatea arteriolei pulmonare la
pacient cu cel putin 10% (de exemplu, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% sau cel putin 80%). In unele cazuri, administrarea
polipeptidei ActRIIA scade rezistenta vasculara pulmonara la pacient. In unele cazuri,
administrarea polipeptidei ActRIIA scade rezistenta vasculara pulmonara la pacient cu
cel putin 10% (de exemplu, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75% sau cel putin 80%). in unele cazuri, administrarea polipeptidei
ActRIIA scade rezistenta vasculara pulmonara la pacient cu cel putin 25-30%. In unele
cazuri, pacientul are hipertensiune arteriala pulmonara si are hipertensiune pulmonara
functionala de clasa Il sau clasa Il in conformitate cu sistemul de clasificare functionala
a Organizatiei Mondiale a Sanatatii pentru hipertensiunea pulmonara. in unele cazuri,
pacientul are hipertensiune arteriala pulmonara care este clasificata ca unul sau mai
multe subtipuri selectate din grupul constand din: hipertensiune arteriala pulmonara
idiopatica sau ereditara, hipertensiune pulmonara indusa de medicamente si/sau
toxine, hipertensiune pulmonara asociata cu boala tesutului conjunctiv si hipertensiune
pulmonara asociata cu sunturi congenitale sistemice-la-pulmonare cel putin 1 an dupa
reparatia suntului. in unele cazuri, pacientul a fost tratat cu unul sau mai multi
vasodilatatori. in unele cazuri, pacientul a fost tratat cu unul sau mai multi agenti
selectati din grupul format din: inhibitori de fosfodiesteraza tip 5, stimulatori solubili de
guanilat ciclaza, agonist al receptorului de prostaciclina si antagonisti ai receptorilor de
endotelina. Tn unele cazuri, respectivul unul sau mai multi agenti sunt selectati din
grupul format din: bosentan, sildenafil, beraprost, macitentan, selexipag, epoprostenol,
treprostinil, iloprost, ambrisentan, si tadalafil. in unele cazuri, metoda cuprinde in plus
administrarea unuia sau mai multor vasodilatatori. In unele cazuri, metoda mai
cuprinde administrarea unuia sau mai multor agenti selectati din grupul constand din:
inhibitori de fosfodiesteraza tip 5, stimulatori solubili de guanilat ciclaza, agonist al
receptorului de prostaciclina si antagonisti ai receptorului de endotelina. In unele
cazuri, respectivul unul sau mai multi agenti sunt selectati din grupul format din:
bosentan, sildenafil, beraprost, macitentan, selexipag, epoprostenol, treprostinil,
iloprost, ambrisentan si tadalafil. In unele cazuri, pacientul are o distanta de mers pe
jos In 6 minute de la 150 la 400 de metri. in unele cazuri, metoda mareste distanta de
mers pe jos in 6 minute a pacientului cu cel putin 10 metri (de exemplu, cel putin 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300 sau mai mult de 400
de metri). In unele cazuri, pacientul are un nivel de hemoglobina de la> 8 si <15 g/dl.
In unele cazuri, metoda intarzie agravarea clinica a hipertensiunii arteriale pulmonare.
In unele cazuri, metoda intarzie inrautatirea clinica a hipertensiunii pulmonare in
conformitate cu sistemul de clasificare functionald a Organizatiei Mondiale a Sanatatii
pentru hipertensiunea pulmonara. in unele cazuri, metoda reduce riscul de spitalizare
pentru una sau mai multe complicatii asociate cu hipertensiunea arteriala pulmonara.
in unele cazuri, polipeptidele ActRIIA se leaga la unul sau mai multi liganzi selectati
din grupul format din: activina A, activina B, GDF11, GDF8, BMP10 si BMP6.

In unele cazuri, prezenta dezvaluire se referd la metode de tratare a
hipertensiunii pulmonare care cuprind administrarea la un pacient care are nevoie de
aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP sau a unei combinatii de
antagonisti de GDF/BMP. in anumite cazuri, dezvaluirea se referd la metode de
prevenire a hipertensiunii pulmonare care constau in administrarea la un pacient care
are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP sau a unei
combinatii de antagonisti de GDF/BMP. in anumite cazuri, dezvaluirea se refera la
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metode de reducere a vitezei de progresare a hipertensiunii pulmonare care cuprinde
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de
antagonist de GDF/BMP sau a unei combinatii de antagonisti de GDF/BMP. in unele
cazuri, dezvaluirea reda o compozitie pentru utilizare in tratarea unei boli pulmonare
interstitiale, care cuprinde administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a
unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP, in care antagonistul GDF/BMP
inhiba una sau mai multe din activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10,
ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK5, si ALKY. In unele cazuri, dezvaluirea reda o compozitie
pentru utilizarea in tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau
severitatii uneia sau mai multor complicatii ale unei boli pulmonare interstitiale,
cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati
eficiente de antagonist de GDF/BMP, in care antagonistul de GDF/BMP inhiba una
sau mai multe dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALK5 si ALKY. In unele cazuri, boala pulmonara interstitiala este
fibroza pulmonara idiopatica. in anumite cazuri, dezvaluirea se refera la metode de
reducere a severitatii hipertensiunii pulmonare, cuprinzand administrarea la un pacient
care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP sau a
unei combinatii de antagonisti de GDF/BMP. in anumite cazuri, dezvéluirea se refera
la compozitii pentru utilizare in tratarea uneia sau mai multor complicatii (de exemplu,
proliferarea muschilor netezi si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonars,
angiogeneza in artera pulmonara, dispneea, durerea toracica, remodelarea vasculara
pulmonara, hipertrofia ventriculara dreapta si fibroza pulmonara) a hipertensiunii
pulmonare cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP sau a unei combinatii de antagonisti de
GDF/BMP. in anumite cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii pentru utilizarea in
prevenirea uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare (de exemplu,
proliferarea muschilor netezi si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonara,
angiogeneza in artera pulmonara, dispneea, durerea toracica, remodelarea vasculara
pulmonara, hipertrofia ventriculard dreaptd si fibrozd pulmonara) cuprinzand
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de
antagonist GDF/BMP sau a unei combinatii de antagonisti GDF/BMP. in anumite
cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii pentru utilizare in reducerea vitezei de
progresare a uneia sau mai multor complicatii a hipertensiunii pulmonare (de exemplu,
proliferarea muschilor netezi si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonara,
angiogeneza in artera pulmonara, dispneea, durerea toracica, remodelarea vasculara
pulmonara, hipertrofia ventriculara dreapta si fibroza pulmonara)) cuprinzénd
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de
antagonist de GDF/BMP sau a unei combinatii de antagonisti de GDF/BMP. Tn anumite
cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii pentru utilizare in reducerea severitatii uneia
sau mai multor complicatii a hipertensiunii pulmonare (de exemplu, proliferarea
muschilor netezi si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonara, angiogeneza in
artera pulmonara, dispneea, durerea toracica, remodelarea vasculara pulmonara,
hipertrofia ventriculara dreapta si fibroza pulmonara) cuprinzdnd administrarea la un
pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de
GDF/BMP sau a unei combinatii de antagonisti de GDF/BMP. in anumite cazuri
preferate, metodele descrise aici se refera la un pacient cu hipertensiune arteriala
pulmonara. In unele cazuri, metodele descrise aici se refera la un pacient avand o
presiune arteriald pulmonara in repaus (PAP) de cel putin 25 mm Hg (de exemplu, cel
putin 25, 30, 35, 40, 45 sau 50 mm Hg). in unele cazuri, metodele descrise aici reduc
PAP la un pacient cu hipertensiune pulmonara. De exemplu, metoda poate reduce
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PAP cu cel putin 3 mmHg (de exemplu, cel putin 3, 5, 7, 10, 12, 15, 20 sau 25 mm Hg)
la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metodele descrise aici reduc
rezistenta vasculara pulmonara la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele
cazuri, metodele descrise aici maresc presiunea capilara pulmonara de blocaj la un
pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metodele descrise aici maresc
presiunea ventriculara stdnga diastolica de capat la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metodele descrise aici maresc (imbunataitesc) capacitatea
de exercitiu (capacitate, toleranta) unui pacient cu hipertensiune pulmonara. De
exemplu, metoda poate creste distanta de mers pe jos timp de 6 minute a unui pacient
cu hipertensiune pulmonara, crescand optional distanta de mers pe jos timp de 6
minute cu cel putin 10 metri (de exemplu, cel putin 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 sau mai multi metri). in plus, metoda poate reduce indicele de dispnee Borg (BDI)
al pacientului, care poate fi evaluat optional dupa un test de mers pe jos timp de 6
minute. in unele cazuri, metoda reduce indicele de dispnee Borg (BDI) al pacientului
cu cel putin 0,5 puncte de indice (de exemplu, cel putin 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
45,5,55,6,6,5,7, 7,5, 8, 85,9, 9,5 sau 10 puncte de indice). In unele cazuri,
metodele descrise aici se refera la un pacient cu hipertensiune pulmonara de clasa |,
clasa ll, clasa Ill sau clasa IV, asa cum este recunoscuta de Organizatia Mondiala a
Sanatatii. In unele cazuri, metodele descrise aici se refera la intarzierea progresarii
clinice (agravarea) hipertensiunii pulmonare (de exemplu, progresarea masurata de
standardul Organizatiei Mondiale a Sanatatii). in unele cazuri, metoda previne sau
intarzie progresarea clasei de hipertensiune pulmonara (de exemplu, previne sau
intarzie progresarea de la clasa | la clasa a ll-a, de la clasa a Il-a la clasa a lll-a sau
de la clasa a lll-a la clasa a IV-a a hipertensiunii pulmonare recunoscute de Organizatia
Mondiala a Sanatatii) in unele cazuri, metoda promoveaza sau creste regresia clasei
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, promoveaza sau creste regresia de la clasa a
IV-a la a clasa lll-a, de la clasa a lll-a la clasa a ll-a sau de la clasa a ll-a la clasa I-a
a hipertensiunii pulmonare, astfel cum este recunoscuta de Organizatia Mondiala a
Sanatatii). In unele cazuri, pacientului i se administreaza in continuare una sau mai
multe terapii de sustinere sau agenti activi pentru tratarea hipertensiunii pulmonare in
plus fata de unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP. De exemplu, pacientului i se
poate administra, de asemenea, una sau mai multe terapii sau agenti activi de
sustinere selectati din grupul constand din: prostaciclina si derivati ai acesteia (de
exemplu, epoprostenol, treprostinil si iloprost); agonisti ai receptorilor de prostaciclina
(de exemplu, selexipag); antagonisti ai receptorilor de endotelina (de exemplu, teling,
ambrisentan, macitentan si bosentan); blocante ale canalelor de calciu (de exemplu,
amlodipina, diltiazem si nifedipina; anticoagulante (de exemplu, warfarind); diuretice;
oxigenoterapie; septostomie atriala; tromboendarterectomie pulmonara; inhibitori de
tip fosfodiesteraza 5 (de exemplu, sildenafil si tadalafil); activatori de guanilat ciclaza
solubili (de exemplu, cinaciguat si riociguat); inhibitori de ASK-1 (de exemplu, CIIA;
SCH79797; GS-4997; MSC2032964A; 3H-nafto[1,2,3-de]chinilin-2,7-dione, NQDI-1;
2-tioxo-tiazolidine, 5-bromo-3-(4-oxo-2-tioxo-tiazolidin-5-iliden)-1,3-dihidro-indol-2-
ona); antagonisti de NF-kB (de exemplu, dh404, CDDO-epoxid; 2.2-
difluoropropionamida; C28 imidazol (CDDO-Im); acid 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,9-
dien-28-oic (CDDO); acid 3-Acetiloleanolic; acid 3-Triflouroacetiloleanolic; 28-Metil-3-
acetiloleanan; 28-Metil-3-trifluoroacetiloleanan; acid 28-Metiloxioleanolic; SZC014;
SCZ015; SZCO017; derivati PEGilati ai acidului oleanolic; acid 3-O-(beta-D-
glucopiranozil) oleanolic; acid 3-0O-[beta-D-glucopiranozil-(1-->3)-beta-D-
glucopiranozil] oleanolic; acid 3-0O-[beta-D-glucopiranozil-(1-->2)-beta-D-
glucopiranozil] oleanolic; ester 28-O-beta-D-glucopiranozilic al acidului 3-O-[beta-D-
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glucopiranozil-(1-->3)-beta-D-glucopiranozilloleanolic; ester 28-0-beta-D-
glucopiranozilic al acidului 3-O-[beta-D-glucopiranozil-(1-->2)-beta-D-glucopiranozil]
oleanolic; acid 3-O-[a-L-ramnopiranozil-(1-->3)-beta-D-glucuronopiranozil] oleanolic;
ester 28-O-beta-D-glucopiranozilic al acidului 3-O-[alfa-L-ramnopiranozil-(1-->3)-beta-
D-glucuronopiranozil] oleanolic; acid 28-O-p-D-glucopiranozil-oleanolic; acid 3-O-B-D-
glucopiranozil (1—3)-B-D-glucopiranoziduronic (CS1); acid oleanolic acid 3-O-B-D-
glucopiranozil (1—3)-B-D-glucopiranoziduronic (CS2); 3,11-dioxoolean-12-en-28-olat
de metil (DIOXOL); ZCVIs-2; Benzil 3-dehidroxi-1,2,5-oxadiazolo[3',4":2,3]oleanolat)
transplant pulmonar si/sau cardiac. in unele cazuri, pacientului i se poate administra,
de asemenea, o polipeptidd BMP9. in unele cazuri, polipeptida BMP9 este o
polipeptida BMP9 matura. Tn unele cazuri, polipeptida BMP9 cuprinde o polipeptida
BMP9 prodomain. in unele cazuri, polipeptida BMP9 este administrata intr-un preparat
farmaceutic, care poate cuprinde optional o polipeptidd BMP9 prodomain. in astfel de
preparate farmaceutice de BMP9 care cuprind o polipeptida BMP9 prodomain,
polipeptida BMP9 poate fi asociatd necovalent cu polipeptida BMP9 prodomain. Tn
unele cazuri, preparatele farmaceutice de BMP9 sunt substantial libere sau nu cuprind,
polipeptida BMP9 prodomain. in unele cazuri, pacientului i se poate administra, de
asemenea, acid oleanolic sau un derivat al acestuia.

Tn anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin GDF11 (de exemplu, un antagonist de GDF11). Efectele
asupra inhibarii GDF11 pot fi determinate, de exemplu, utilizand un test pe baza de
celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare
Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de GDF11. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizand o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de GDF11 cu un Kb
de cel putin 1 x 10" M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin
1 x 1010 M, cel putin 1 x 1011 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhibd GDF11 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide
FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de
nucleotide si combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, care inhiba GDF11 poate inhiba in plus una sau mai
multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF3,
BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK5, ALK?, si unul sau mai multe
Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizata in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin GDF8 (de exemplu, un antagonist de GDF8). Efectele
asupra inhibarii GDF8 pot fi determinate, de exemplu, utilizadnd o analiza pe baza de
celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare a semnalizarii
Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de GDF8. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizand o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de GDF8 cu o Ko de
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cel putin 1 x 107 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 101 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba GDF8 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide
FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de
nucleotide si combinatii ale acestora. in anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, care inhiba GDF8 poate inhiba in plus unul sau mai
multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF11, GDF3,
BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si unul sau mai multe
Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin GDF3 (de exemplu, un antagonist de GDF3). Efectele
asupra inhibarii GDF3 pot fi determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de
celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare
Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de GDF3. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizadnd o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de GDF3 cu o Kb cel
putin de 1 x 107 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 101 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba GDF3 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide
FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de
nucleotide si combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, care inhiba GDF3 poate inhiba in plus unul sau mai
multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF11,
BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si unul sau mai multe
Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

Tn anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizata in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin BMP6 (de exemplu, un antagonist de BMPG6). Efectele
asupra inhibarii BMP6 pot fi determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de
celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare
Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de
antagonisti, conform dezvaluirii se poate lega cel putin de BMP6. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizadnd o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de BMP6 cu o Kb cel
putin de 1 x 107 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 101 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba BMP6 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide
FLRG si ALK4: ActRIIB heteromultimeri), anticorpi, molecule mici, secvente de
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nucleotide si combinatii ale acestora. in anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, care inhiba BMP6 poate inhiba in plus una sau mai
multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF3,
GDF11, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si unul sau mai multe
Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin BMP15 (de exemplu, un antagonist de BMP15). Efectele
asupra inhibarii BMP15 pot fi determinate, de exemplu, utilizdnd o analiza pe baza de
celule, inclusiv pe cele descrise aici (de exemplu, un test de semnalizare de
semnalizare Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o
combinatie de antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de BMP15.
Activitatea de legare a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizdnd o analiza
de afinitate de legare, inclusiv cele descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de
GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de
BMP15 cu o Kb cel putin de 1 x 10" M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x
10° M, cel putin 1 x 1020 M, cel putin 1 x 10-1* M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum
este descris aici, diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhibd BMP15 pot fi utilizati in
conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane
pentru liganzi (de exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide
folistatinice, polipeptide FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule
mici, secvente de nucleotide si combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un
antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, care inhiba BMP15 poate
inhiba in plus unul sau mai multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina
BE), GDF8, GDF3, GDF11, BMP6, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si
unul sau mai multe Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

Tn anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizata in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin BMP10 (de exemplu, un antagonist de BMP10). Efectele
asupra inhibarii BMP10 pot fi determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de
celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare
Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de BMP10. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizadnd o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin de BMP10 cu o Ko cel
putin de 1 x 10" M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1019 M, cel putin 1 x 10"1* M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba BMP10 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice si polipeptide
FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB Polipeptide FLRG), anticorpi, molecule mici,
secvente de nucleotide si combinatii ale acestora. in anumite cazuri, un antagonist de
GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, care inhiba BMP10 poate inhiba in plus
unul sau mai multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDFS8,
GDF3, GDF11, BMP6, BMP15, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si unul sau mai
multe Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).
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In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE) (de
exemplu, un antagonist al activinei). Efectele asupra inhibarii activinei pot fi
determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de celule, inclusiv cele descrise
aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare Smad). Prin urmare, in unele
cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de antagonisti conform dezvaluirii
se poate lega cel putin de activina. Activitatea de legare a ligandului poate fi
determinata, de exemplu, utilizdnd o analizd de afinitate de legare, inclusiv cele
descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se leaga cel putin de activina cu o Kb cel putin de 1 x
107" M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x 10-1° M, cel
putin 1 x 10-11 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici, diferiti antagonisti
de GDF/BMP care inhiba activina pot fi utilizati in conformitate cu metodele si utilizarile
descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de exemplu, polipeptide
ActRII, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide FLRG si heteromultimeri
ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de nucleotide si combinatii ale
acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti, care inhiba activina, poate inhiba in plus unul sau mai multe dintre: BMP15
GDF8, GDF3, GDF11, BMP6, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si unul
sau mai multe Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In anumite cazuri preferate,
un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, care trebuie utilizata in
conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un agent care inhiba cel putin
activina B. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti, care trebuie utilizati in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici
nu se leaga substantial de activina A (de exemplu, se leaga de activina A cu o Kp mai
mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, de aproximativ 1
x 108 M sau aproximativ 1 x 10 M) si/sau inhiba activitatea activinei A. In anumite
cazuri preferate, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, care
trebuie utilizata in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un agent
care inhiba cel putin activina B, dar nu se leaga substantial de activina A (de exemplu,
se leaga de activina A cu o Kp mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ
modestd, de exemplu, de aproximativ 1 x 10 M sau de aproximativ 1 x 10° M) si/sau
inhiba activitatea activinei A.

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin ActRIl (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB) (de exemplu,
un antagonist de ActRIIl). Efectele asupra inhibarii ActRIl pot fi determinate, de
exemplu, utilizadnd o analiza pe baza de celule, inclusiv cele descrise aici (de exemplu,
o analiza de raportare de semnalizare Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un
antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de antagonisti conform dezvaluirii se poate
lega cel putin de ActRIl. Activitatea de legare a ligandului poate fi determinata, de
exemplu, utilizand o analiza de afinitate de legare, inclusiv cele descrise aici. In unele
cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de antagonisti conform dezvaluirii
se leaga cel putin de ActRII cu o Kb cel putin de 1 x 10" M (de exemplu, cel putin 1 x
108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x 10°1° M, cel putin 1 x 10" M, sau cel putin 1
x 1012 M). Asa cum este descris aici, diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba
ActRII pot fi utilizati in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici, incluzand,
de exemplu, capcane pentru liganzi (de exemplu, polipeptide ActRII, capcane de GDF,
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polipeptide folistatinice, polipeptide FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi,
molecule mici, secvente de nucleotide si combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un
antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, care inhiba ActRII poate
inhiba in plus unul sau mai multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina
BE), GDF8, GDF3, GDF11, BMP6, BMP15, BMP10, ALK4, ALKS, ALK7 si unul sau
mai multe Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin ALK4 (de exemplu, un antagonist de ALK4). Efectele asupra
inhibarii ALK4 pot fi determinate, de exemplu, utilizadnd o analiza pe baza de celule,
inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare Smad).
Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de ALK4. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizadnd o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leagéa cel putin de ALK4 cu o Kb cel
putin de 1 x 107 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 1011 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba ALK4 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide
FLRG si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de
nucleotide si combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, care inhiba ALK4 poate inhiba in plus unul sau mai
multe dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C,
activina AC, activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF3,
GDF11, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK5, ALK7 si unul sau mai multe
Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin ALK5 (de exemplu, un antagonist ALKS5). Efectele asupra
inhibarii ALK5 pot fi determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de celule,
inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare Smad).
Prin urmare, in unele cazuri, un antagonisti de GDF/BMP, sau o combinatie de
antagonist, conform dezvaluirii se poate lega la cel putin ALKS. Activitatea de legare a
ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizand o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leagéa cel putin de ALKS5 cu o Kb cel
putin de 1 x 107 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 10 M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba ALKS pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRIl, capcane GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide FLRG
si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de nucleotide si
combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, care inhiba ALKS poate inhiba in plus unul sau mai multe
dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina AC,
activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF3, GDF11, BMP6,
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BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK7, ALK4 si unul sau mai multe Smad-uri (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3)

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizatd in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin ALK7 (de exemplu, un antagonist ALK7). Efectele asupra
inhibarii ALK7 pot fi determinate, de exemplu, folosind o analiza pe baza de celule,
inclusiv cele descrise aici (de exemplu, o analiza de raportare de semnalizare Smad).
Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti conform dezvaluirii se poate lega cel putin de ALK7. Activitatea de legare
a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizdnd o analiza de afinitate de legare,
inclusiv cele descrise aici. In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP sau o
combinatie de antagonisti conform dezvaluirii se leaga cel putin de ALK7 cu o Kb cel
putin de 1 x 10”7 M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10-° M, cel putin 1 x
1010 M, cel putin 1 x 101t M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici,
diferiti antagonisti de GDF/BMP care inhiba ALK7 pot fi utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile descrise aici, incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de
exemplu, polipeptide ActRII, capcane GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide FLRG
si heteromultimeri ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de nucleotide si
combinatii ale acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de antagonisti, care inhiba ALK7 poate inhiba in plus unul sau mai multe
dintre: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina C, activina AC,
activina BC, activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF3, GDF11, BMP®6,
BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALKS, ALK4 si unul sau mai multe Smad-uri (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3).

Tn anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti,
care trebuie utilizata in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un
agent care inhiba cel putin una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile
2 si 3). Efectele asupra inhibarii Smad pot fi determinate, de exemplu, folosind o
analiza pe baza de celule, inclusiv pe cele descrise aici (de exemplu, o analiza
raportoare de semnalizare Smad). Prin urmare, in unele cazuri, un antagonist de
GDF/BMP sau o combinatie de antagonisti conform dezvaluirii se poate lega la cel
putin una sau mai multe una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2
si 3). Activitatea de legare a ligandului poate fi determinata, de exemplu, utilizdnd o
analiza de afinitate de legare, inclusiv cele descrise aici. in unele cazuri, un antagonist
de GDF/BMP, sau o combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii se leaga cel putin
de una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3) cu o Kb cel putin
de 1 x 107" M (de exemplu, cel putin 1 x 108 M, cel putin 1 x 10-° M, cel putin 1 x 10-1°
M, cel putin 1 x 101t M, sau cel putin 1 x 1012 M). Asa cum este descris aici, diferiti
antagonisti de GDF/BMP care inhiba una sau mai multe proteine Smad (de exemplu,
Smad-urile 2 si 3) pot fi utilizati in conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici,
incluzand, de exemplu, capcane pentru liganzi (de exemplu, polipeptide ActRII,
capcane de GDF, polipeptide folistatinice, polipeptide FLRG si heteromultimeri
ALK4:ActRIIB), anticorpi, molecule mici, secvente de nucleotide si combinatii ale
acestora. In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de
antagonisti, care inhiba una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2
si 3) pot inhiba in plus una sau mai multe dintre: activina (de exemplu, activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina AC, activina BC, activina E, activina AE
si/sau activina BE), GDF8, GDF3, GDF11, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB,
ALKS si ALK4.
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In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in
conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este o polipeptida ActRIl. Termenul
"polipeptida ActRII" se referd in colectiv la polipeptide ActRIIA si ActRIIB care apar
natural, precum si la trunchieri si variante ale acestora, precum cele descrise aici (de
exemplu, polipeptide capcana de GDF). De preferinta, polipeptidele ActRII cuprind,
constau in esenta sau constau dintr-un domeniu de legare a ligandului a unei
polipeptide ActRIl sau a unei forme modificate (variantda) a acestuia. De exemplu, in
unele cazuri, o polipeptida ActRIIA cuprinde, consta in esenta din sau consta dintr-un
domeniu de legare a ligandului ActRIIA al unei polipeptide ActRIIA, de exemplu, o
portiune din domeniul extracelular ActRIIA. Similar, o polipeptida ActRIIB poate
cuprinde, consta in esenta sau consta dintr-un domeniu de legare a ligandului ActRIIB
al unei polipeptide ActRIIB, de exemplu, o portiune din domeniul extracelular ActRIIB.
De preferinta, polipeptidele ActRII care trebuie utilizate in conformitate cu metodele
descrise aici sunt polipeptide solubile.

In anumite cazuri, dezvaluirea se referé la compozitii care cuprind o polipeptida
ActRIIA si utilizari ale acesteia. De exemplu, in unele cazuri, o polipeptida ActRIIA din
dezvaluire cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi 30-110 din SEQ ID NO: 9. in unele cazuri, o polipeptid&
ActRIIA din dezvaluire cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% sau 100% identicad cu o portiune din ActRIIA incepand cu un reziduu
corespunzator oricaruia dintre aminoacizii 21-30 (de exemplu, incepand cu oricare
dintre aminoacizii 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30) din SEQ ID NO: 9 si se
termina intr-o pozitie corespunzatoare oricarui aminoacid 110-135 (de exemplu, care
se termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134 sau
135) din SEQ ID NO: 9. n alte cazuri, o polipeptid& ActRIIA poate cuprinde o secventa
de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 9. in alte cazuri, o polipeptidd ActRIIA poate cuprind o secventa de
aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 10. Inca in alte cazuri, o polipeptidd ActRIIA poate cuprinde o secventa de
aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 11. in alte cazuri, o polipeptida ActRIIA poate cuprinde o secventd de aminoacizi
care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 32. in
alte cazuri, o polipeptida ActRIIA poate cuprinde, consta in esenta sau consta dintr-o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 36. In alte cazuri, o polipeptidad ActRIIA poate cuprinde, consta in
esenta sau consta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 39.

in alte cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii care cuprind o polipeptida
ActRIIB si utilizari ale acesteia. De exemplu, in unele cazuri, o polipeptida ActRIIB din
dezvaluire cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
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secventa de aminoacizi 29-109 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, o polipeptid&
ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi 29-109 din SEQ ID NO: 1, in care polipeptida ActRIIB cuprinde
un aminoacid acid [care apare natural (E sau D) sau un aminoacid acid artificial] in
pozitia 79 fata de SEQ ID NO: 1. In alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
25-131 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, o polipeptidd ActRIIB poate cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
25-131 din SEQ ID NO: 1, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in
pozitia 79 fatéd de SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde
o secventa de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa care incepe de
la un reziduu corespunzator oricaruia dintre aminoacizii 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28 sau 29 din SEQ ID NO: 1 si se termina la un reziduu corespunzator oricaruia dintre
aminoacizi 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, sau 134 din SEQ ID NO: 1. in alte
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identica cu o secventa care incepe de la un reziduu corespunzator
oricaruia dintre aminoacizii 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29 din SEQ ID NO: 1
si se termina cu un reziduu corespunzator oricaruia dintre aminoacizii 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128,
129, 130, 131, 132, 133 sau 134 din SEQ ID NO: 1, in care polipeptida ActRIIB
cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1. in alte cazuri, o
polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identicd cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, o
polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1, in care polipeptida
ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1. inalte cazuri,
o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 2. In alte cazuri, o
polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 2, in care polipeptida
ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1. inca in alte
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identicd cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 3. in altele,
polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 3, in care polipeptida
ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1. in alte cazuri,
o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
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identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 4. in unele cazuri, o polipeptida
ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic
cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 4, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un
aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 4. in altele cazuri, o polipeptida
ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
cu o secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 5. in unele cazuri, o polipeptidd ActRIIB
poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 5, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un
aminoacid acid In pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 5. in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB
poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 6. In unele cazuri, o polipeptidd ActRIIB poate
cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 6, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid
in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 6. inca in alte cazuri, o polipeptidd ActRIIB poate
cuprinde un secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 40. nca in alte cazuri, o polipeptid& ActRIIB poate cuprinde
o secventd de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 42. inca in alte cazuri, o polipeptidd ActRIIB poate cuprinde
o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identicd cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 45. Inca in alte cazuri, o polipeptid& ActRIIB poate cuprinde
o secventd de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 46. In unele cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 46, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia
79 fatd de SEQ ID NO: 1. inca in alte cazuri, o polipeptidd ActRIIB poate cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 47. In unele cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa
de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 47, in care polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid Tn pozitia 79 fata de
SEQ ID NO: 1. inc& in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de
aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO: 48. in unele cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi
care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 48, in
care polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fata de SEQ ID NO:
1. Inca in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi
care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
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97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 69.
Inca in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care
este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 74. in unele
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 74, in care
polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fata de SEQ ID NO: 1.
Inca in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventd de aminoacizi care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 77. in unele
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 77, in care
polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1.
Inc& n alte cazuri, o polipeptid& ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 78. in unele
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 78, in care
polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fata de SEQ ID NO: 1.
Inca in alte cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventd de aminoacizi care
este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 79. in unele
cazuri, o polipeptida ActRIIB poate cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 79, in care
polipeptida ActRIIB cuprinde un aminoacid acid in pozitia 79 fatd de SEQ ID NO: 1. In
anumite cazuri, polipeptidele ActRIIB care trebuie utilizate in conformitate cu metodele
si utilizarile descrise aici nu cuprind un aminoacid acid in pozitia corespunzatoare lui
L79 din SEQ ID NO: 1.

Asa cum este descris aici, polipeptidele ActRII, polipeptidele ALK4 si variantele
acestora (capcane de GDF) pot fi homomultimeri, de exemplu, homodimer,
homotrimeri, homotetrameri, homopentameri si complecsi de homomultimeri de ordin
superior. In anumite cazuri preferate, polipeptidele ActRIl si variantele acestora sunt
homodimeri. In anumite cazuri, dimerii polipeptidei ActRII descrisi aici contin o prima
polipeptida ActRIl asociata covalent sau necovalent, cu o a doua polipeptida ActRIl in
care prima polipeptida cuprinde un domeniu de ActRII si o secventa de aminoacizi a
unui prim membru (sau al doilea membru) al unei perechi de interactiune (de exemplu,
un domeniu constant al unei imunoglobuline) si a doua polipeptida cuprinde o
polipeptida ActRIl si o secventd de aminoacizi a unui al doilea membru (sau primul
membru) al perechii de interactiune.

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in
conformitate cu metodele si utilizarile descrise aici este un heteromultimer
ALK4:ActRIIB. Asa cum este descris aici, s-a descoperit ca un complex proteic
heterodimer ALK4:ActRIIB are un profil/selectivitate de legare a ligandului diferite
comparativ cu homodimerii ActRIIB si ALK4 corespunzatori. In special, heterodimerul
ALK4:ActRIIB prezinta o legare imbunatatita la activina B in comparatie cu oricare
homodimer, pastreaza legarea puternica la activina A, GDF8 si GDF11, asa cum s-a
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observat cu homodimerul ActRIIB si prezinta o legare redusa substantial la BMP9,
BMP10 si GDF3. in special, BMP9 prezinta o afinitate scazutd sau deloc observabila
pentru heterodimerul ALK4:ActRIIB, in timp ce acest ligand se leaga puternic de
homodimerul ActRIIB. La fel ca homodimerul ActRIIB, heterodimerul ALK4:ActRIIB
pastreaza legarea de BMPG6 la un nivel intermediar. Vezi Figura 19. Aceste rezultate
demonstreaza, prin urmare, ca heterodimerii ALK4:ActRIIB sunt antagonisti (inhibitori)
mai selectivi ai activinei A, activinei B, GDF8 si GDF11 comparativ cu homodimerii
ActRIIB. n consecinta, un heterodimer ALK4:ActRIIB va fi mai util decat un homodimer
ActRIIB in anumite aplicatii in care un astfel de antagonism selectiv este avantajos.
Exemplele includ aplicatii terapeutice in care este de dorit sa se pastreze antagonismul
uneia sau mai multor activine (de exemplu, activina A, activina B, activina AB, activina
AC), GDF8 si GDF11, dar sa se minimizeze antagonismul unuia sau mai multor BMP9,
BMP10 si GDF3. Mai mult, s-a demonstrat ca un heterodimer ALK4:ActRIIB trateaza
PAH la pacient. Fara a dori legarea de un anumit mecanism de actiune, este de
asteptat ca heteromultimerii ALK4:ActRIIB, precum si variantele acestora, care se
leaga la cel putin una sau mai multe dintre activine (de exemplu, activina A, activina B,
activina AB, si activina AC), GDF8 si/sau GDF11 sa fie agenti utili pentru promovarea
efectelor benefice la pacientii cu PAH.

Prin urmare, prezenta dezvaluire redd complecsi heteromultimeri
(heteromultimeri) care cuprind cel putin o polipeptida ALK4 si cel putin o polipeptida
ActRIIB (heteromultimeri ALK4:ActRIIB), precum si utilizari ale acestora. De preferinta,
polipeptidele ALK4 cuprind un domeniu de legare a ligandului al unui receptor de ALK4,
de exemplu, o portiune din domeniul extracelular ALK4. Similar, polipeptidele ActRIIB
cuprind in general un domeniu de legare a ligandului al unui receptor de ActRIIB, de
exemplu, o portiune din domeniul extracelular al ActRIIB. De preferinta, astfel de
polipeptide ALK4 si ActRIIB, precum si heteromultimerii rezultati ai acestora, sunt
solubili.

In anumite cazuri, un heteromultimer ALK4:ActRIIB cuprinde o secventa de
aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizii
34-101 din SEQ ID NO: 100. In alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB contin o
secventa de aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% sau 100% identica
cu SEQ ID NO: 101. n alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa
de aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
SEQ ID NO: 105. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 122. in alte cazuri, heteromultimeri ALK4:ActRIIB cuprind o secventid de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 124. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80 %, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 116. inca in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 117. in alte cazuri, heteromultimeri ALK4:ActRIIB cuprind o secventid de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 111. inca in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa de
aminoacizi ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 113.

in anumite cazuri, un heteromultimer ALK4:ActRIIB cuprinde o secventa de
aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
aminoacizii 29-109 din SEQ ID NO: 1. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB
contin o secventa de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu SEQ ID NO: 2. In alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind
o secventa de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identicd cu SEQ ID NO: 3. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o
secventad de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identicd cu SEQ ID NO: 5. Tn alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprinde o
secventa de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identicd cu SEQ ID NO: 6. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o
secventad de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80 %, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identica cu SEQ ID NO: 118. Inc& in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind
o secventa de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identicd cu SEQ ID NO: 120 in alte cazuri, heteromultimeri ALK4:ActRIIB cuprind o
secventad de aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identica cu SEQ ID NO: 114. In alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB pot cuprinde
o secventa de aminoacizi ActRIIB care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87 %,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
cu SEQ ID NO: 115. in alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind o secventa
de aminoacizi ActRIIB care este cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 108. n alte cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB pot cuprinde o secventa de
aminoacizi ActRIIB care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu SEQ
ID NO: 110. In anumite cazuri preferate, heteromultimerii ALK4:ActRIIB nu cuprind o
polipeptida ActRIIB care cuprinde un aminoacid acid (de exemplu, un E sau D) in
pozitia corespunzatoare lui L79 din SEQ ID NO: 1.

Asa cum este descris aici, structurile heteromultimere ALK4:ActRIIB includ, de
exemplu, heterodimeri, heterotrimeri, heterotetrameri, heteropentameri si complecsi
de heteromultimeri de ordin superior. Vezi, de exemplu, Figurile 21-23. in anumite
cazuri preferate, heteromultimerii ALK4:ActRIIB sunt heterodimeri. In anumite cazuri,
polipeptidele ALK4 si/sau ActRIIB pot fi proteine de fuziune.

in anumite cazuri, polipeptidele ActRII, polipeptidele ALK4, inclusiv variante ale
acestora (de exemplu, capcane de GDF), pot fi proteine de fuziune. De exemplu, in
unele cazuri, o polipeptida ActRIl (sau ALK4) poate fi o proteina de fuziune cuprinzand
un domeniu polipeptidic de ActRIl (sau ALK4) si unul sau mai multe domenii
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polipeptidice heteroloage (non-ActRIl). in unele cazuri, o polipeptida ActRIl (sau ALK4)
poate fi o proteina de fuziune care are, ca domeniu, o secventa de aminoacizi derivata
dintr-o polipeptida de ActRIl (sau ALK4) (de exemplu, un domeniu de legare a
ligandului la un receptor ActRIl (sau ALK4) sau o varianta a acestuia) si unul sau mai
multe domenii heterologe care ofera o proprietate dorita, cum ar fi farmacocinetica
imbunatatita, purificarea mai usoara, directionarea catre anumite tesuturi, etc. De
exemplu, un domeniu al unei proteine de fuziune poate imbunatati una sau mai multe
dintre stabilitate in vivo, timp de injumatatire in vivo, absorbtie/administrare, localizare
sau distributie in tesut, formarea complecsilor proteici, multimerizarea proteinei de
fuziune si/sau purificarea. Optional, un domeniu polipeptidic de ActRIl (sau ALK4) al
unei proteine de fuziune este conectat direct (fuzionat) la unul sau mai multe domenii
polipeptidice heterologe sau poate fi pozitionata o secventa intermediara, cum ar fi un
linker, intre secventa de aminoacizi a polipeptidei de ActRIl (sau ALK4) si secventa de
aminoacizi a unuia sau mai multor domenii heterologe. In anumite cazuri, o protein&
de fuziune ActRIl (sau ALK4) cuprinde un linker relativ nestructurat pozitionat intre
domeniul heterolog si domeniul de ActRIl (sau ALK4). Acest linker nestructurat poate
corespunde la o regiune nestructurata de aproximativ 15 aminoacizi la capatul C-
terminal al domeniului extracelular al ActRIl (sau ALK4), sau poate fi o secventa
artificiala avand intre 3 si 15, 20, 30, 50 sau mai multi aminoacizi care sunt relativ liberi
de structura secundara. Un linker poate fi bogat in reziduuri de glicina si/sau prolina si
poate, de exemplu, sa contind secvente repetate de treonina/serina si glicine. Exemple
de linkeri includ, dar nu se limiteaza la, secventele de TGGG (SEQ ID NO: 23), SGGG
(SEQID NO: 24), TGGGG (SEQ ID NO: 21), SGGGG (SEQ ID NO: 22), GGGGS (SEQ
ID NO: 25), GGGG (SEQ ID NO: 20), si GGG (SEQ ID NO: 19). in unele cazuri,
proteinele de fuziune ActRIl (sau ALK4) pot cuprinde un domeniu constant al unei
imunoglobuline, incluzédnd, de exemplu, portiunea Fc a unei imunoglobuline. De
exemplu, o secventd de aminoacizi care este derivatd dintr-un domeniu Fc al unei
imunoglobuline 1gG (1gG1, IgG2, 1gG3, sau 1gG4), IgA (IgAl sau IgA2), IgE, sau IgM.
De exemplu, o portiune Fc a unui domeniu de imunoglobulina poate cuprinde, consta
in esenta sau consta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic
cu oricare dintre SEQ ID NO: 14-18. Astfel de domenii de imunoglobulina pot cuprinde
una sau mai multe modificari ale aminoacizilor (de exemplu, deletii, aditii si/sau
substitutii) care confera o activitate Fc modificata, de exemplu, scadere a uneia sau
mai multor functii efectoare ale Fc. intr-un caz, o proteina de fuziune ActRII (sau ALK4)
cuprinde o secventa de aminoacizi asa cum este stabilit in formula A-B-C. De exemplu,
portiunea B este o polipeptidd ActRIl (sau ALK4) trunchiatd N- si C-terminal, de
exemplu, asa cum este descris aici. Portiunile A si C pot fi independent zero, unu sau
mai multi aminoacizi si ambele portiuni A si C sunt heterologe faté de B. Portiunile A
si/sau C pot fi atasate la portiunea B printr-o secventa linker. in anumite cazuri, o
proteina de fuziune ActRIl (sau ALK4) cuprinde o secventa lider. Secventa lider poate
fi 0 secventa lider ActRIl (sau ALK4) nativa sau o secventd lider heterologa. in anumite
cazuri, secventa lider este o secventa lider activatoare de plasminogen tisular (TPA)
(de exemplu, SEQ ID NO: 34).

O polipeptida ActRIl sau polipeptida ALK4, incluzand variante ale acestora,
poate cuprinde o subsecventa de purificare, cum ar fi o eticheta epitop, o eticheta
FLAG, o secventa de polistididina si o fuziune GST. Optional, o polipeptida ActRII sau
polipeptida ALK4 cuprinde unul sau mai multe resturi de aminoacizi modificati selectati
dintre: un aminoacid glicozilat, un aminoacid PEGilat, un aminoacid farnesilat, un
aminoacid acetilat, un aminoacid biotinilat si/sau un aminoacid conjugat cu o portiune
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lipidica. Polipeptidele ActRII si polipeptidele ALK4 pot cuprinde cel putin un zahar legat
de N si pot include doua, trei sau mai multe zaharuri legate de N. Astfel de polipeptide
pot cuprinde, de asemenea, zaharuri legate de O. in general, este de preferat ca
polipeptidele ActRIl si ALK4 sa fie exprimate intr-o linie celulara de mamifere care
mediaza glicozilarea naturala adecvata a polipeptidei, astfel incat sa diminueze
probabilitatea unui raspuns imun nefavorabil la un pacient. Polipeptidele ActRII si ALK4
pot fi produse intr-o varietate de linii celulare care glicozileaza proteina intr-un mod
adecvat pentru utilizarea la pacient, incluzand celule de insecte sau drojdii modificate
prin inginerie si celule de mamifere, cum ar fi celule COS, celule CHO, celule HEK si
celule NSO. In unele cazuri, o polipeptidd ActRIl sau ALK4 este glicozilata si are un
model de glicozilare susceptibil de a fi obtinut dintr-o linie celulara de ovar de hamster
chinezesc. In unele cazuri, polipeptidele ActRIl sau ALK4 din dezvaluire prezintd un
timp de Tnjumatatire serica cel putin de 4, 6, 12, 24, 36, 48 sau 72 de ore la un mamifer
(de exemplu, un soarece sau un om). Optional, polipeptidele ActRIl sau ALK4 pot
prezenta un timp de injumatatire serica de cel putin 6, 8, 10, 12, 14, 20, 25 sau 30 de
zile la un mamifer (de exemplu, un soarece sau un om).

In anumite cazuri, dezvaluirea reda preparate farmaceutice care cuprind unul
sau mai multi antagonisti de GDF/BMP din prezenta dezvaluire si un purtator
acceptabil farmaceutic. Un preparat farmaceutic poate cuprinde, de asemenea, unul
sau mai multi agenti activi suplimentari, cum ar fi un compus care se utilizeaza pentru
a trata hipertensiunea pulmonara, in special tratarea sau prevenirea uneia sau mai
multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare (de exemplu, proliferarea muschiului
neted si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonara, angiogeneza in artera
pulmonara, dispneea, durerile toracice, remodelarea vasculara pulmonara, hipertrofia
ventriculard dreapta si fibroza pulmonara) incluzand, de exemplu, vasodilatatoare
precum prostaciclina, epoprostenolul si sildenafilul; antagonisti ai receptorilor de
endotelina, cum ar fi bosentan; blocante ale canalelor de calciu precum amlodipina,
diltiazemul si nifedipina; anticoagulante precum warfarina; diuretice; polipeptide BMP9;
polipeptide BMP10; bardoxolon metil; si acid oleanolic. in general, preparatul
farmaceutic va fi, de preferinta, liber de pirogen (adica fara pirogen in masura ceruta
de reglementarile care guverneaza calitatea produselor de uz terapeutic).

In anumite cazuri, atunci cand se administreaz& un antagonist de GDF/BMP,
sau o combinatie de antagonisti, conform dezvaluirii pentru tulburarile sau afectiunile
descrise aici, poate fi de dorit sd se monitorizeze efectele asupra celulelor rosii din
sange in timpul administrarii antagonistului de GDF/BMP sau sa se determine sau sa
se ajusteze dozarea antagonistului de GDF/BMP, pentru a se reduce efectele nedorite
asupra celulelor rosii din sdnge. De exemplu, cresterea nivelului de celule rosii din
sange, a nivelului de hemoglobina sau a nivelului de hematocrit poate provoca cresteri
nedorite ale tensiunii arteriale.

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in
conformitate cu metodele si utilizarile din dezvaluire este un anticorp sau o combinatie
de anticorpi. in unele cazuri, anticorpul se leaga cel putin de ActRIl (ActRIIA si/sau
ActRIIB). in anumite cazuri, un anticorp care se leaga la ActRIl inhib& semnalizarea
ActRII, optional masurata intr-o analiza pe baza de celule, precum cele descrise aici.
In anumite cazuri, un anticorp care se leagé la ActRIl inhiba unul sau mai multi liganzi
de GDF/BMP, receptori de tip | sau co-receptori de la legarea la ActRIl. Tn anumite
cazuri, un anticorp care se leaga la ActRIl inhiba unul sau mai multi liganzi de
GDF/BMP de legarea la ActRII selectate din grupul format din: activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC, activina E,
activina AE si activina BE), GDF8, GDF11, BMP6, BMP15, BMP10 si GDF3. in unele
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cazuri, anticorpul se leaga cel putin la ALK4. In anumite cazuri, un anticorp care se
leaga la ALK4 inhiba semnalizarea ALK4, optional masurata intr-o analiza pe baza de
celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se leaga la ALK4
inhiba unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP, receptori de tip Il sau co-receptori
impotriva legarii la ALK4. in anumite cazuri, un anticorp care se leaga la ALK4 inhib&
unul sau mai multi liganzi GDF/BMP impotriva legarii la ALK4 selectata din grupul
format din: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina AB, activina
AC, activina BC, activina E, activina AE si activina BE), GDF8, GDF11, BMP6, BMP15,
BMP10 si GDF3. In unele cazuri, anticorpul se leaga cel putin la ALK5. In anumite
cazuri, un anticorp care se leaga la ALK5 inhiba semnalizarea ALKS, optional masurata
intr-o analizad pe baza de celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un
anticorp care se leaga la ALKS inhiba unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP, receptori
de tip 1l sau co-receptori impotriva legarii la ALK5. In anumite cazuri, un anticorp care
se leaga la ALKS inhiba unul sau mai multi liganzi GDF/BMP impotriva legarii la o ALK5
selectata din grupul format din: activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina AB, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si activina BE), GDF8,
GDF11, BMP6, BMP15, BMP10 si GDF3. In unele cazuri, anticorpul se leaga cel putin
la ALK7. Tn anumite cazuri, un anticorp care se leaga la ALK7 inhibé semnalizarea
ALK7, optional masurata intr-o analiza pe baza de celule, precum cele descrise aici.
In anumite cazuri, un anticorp care se leaga la ALK7 inhib& unul sau mai multi liganzi
GDF/BMP, receptori de tip Il sau co-receptori impotriva legérii la ALK7. In anumite
cazuri, un anticorp care se leaga la ALK7 inhiba unul sau mai multi liganzi GDF/BMP
impotriva legarii la o ALK7 selectata din grupul format din: activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC, activina E,
activina AE si activina BE), GDF8, GDF11, BMP6, BMP15, BMP10 si GDF3. In unele
cazuri, anticorpul se leaga cel putin la GDF11. in anumite cazuri, un anticorp care se
leaga la GDF11 inhiba semnalizarea ActRIl, optional masurata intr-o analizé pe baza
de celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se leaga la
GDF11 inhiba legarea GDF11-ActRII si/sau legarea GDF11-ALK (de exemplu, legarea
GDF11-ALK4, GDF11-ALK5 si/sau GDF11-ALK?7). In unele cazuri, anticorpul se leaga
cel putin de GDF8. In anumite cazuri, un anticorp care se leagd la GDF8 inhiba
semnalizarea ActRII, optional masurata intr-o analizad pe baza de celule, cum ar fi cele
descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se leagad la GDF8 inhib& legarea
GDF8-ActRIl si/sau legarea GDF8-ALK (de exemplu, legarea GDF8-ALK4, GDF8-
ALKS5 si/sau GDF8-ALK?7). In unele cazuri, anticorpul se leaga cel putin la BMP6. in
anumite cazuri, un anticorp care se leaga la BMP6 inhiba semnalizarea ActRII, optional
masurata intr-o analiza pe baza de celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri,
un anticorp care se leaga la BMP6 inhiba legarea BMP6-ActRII si/sau legarea BMPG6-
ALK (de exemplu, legarea BMP6-ALK4, BMP6-ALK5 si/sau BMP6-ALK7). in unele
cazuri, anticorpul se leaga cel putin la BMP15. In anumite cazuri, un anticorp care se
leaga la BMP15 inhiba semnalizarea ActRII, optional masurata intr-o analiza pe baza
de celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se leaga la
BMP15 inhiba legarea BMP15-ActRII si/sau legarea BMP15-ALK (de exemplu, legarea
BMP15-ALK4, BMP15-ALKS si/sau BMP15-ALK7). In unele cazuri, anticorpul se leaga
cel putin la GDF3. in anumite cazuri, un anticorp care se leaga la GDF3 inhiba
semnalizarea ActRII, optional masurata intr-o analiza pe baza de celule, precum cele
descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se leaga la GDF3 inhiba legarea
GDF3-ActRIl si/sau legarea GDF3-ALK (de exemplu, legarea GDF3-ALK4, GDF3-
ALKS5 si/sau GDF3-ALK7). in unele cazuri, anticorpul se leaga cel putin la BMP10. in
anumite cazuri, un anticorp care se leaga la BMP10 inhiba semnalizarea ActRII,
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optional masurata intr-o analizd pe baza de celule, precum cele descrise aici. in
anumite cazuri, un anticorp care se leaga la BMP10 inhiba legarea BMP10-ActRII
si/sau legarea BMP10-ALK (de exemplu, legarea BMP10-ALK4, BMP10-ALKS si/sau
BMP10- -ALK7). Tn unele cazuri, anticorpul se leaga la activina (de exemplu, activina A,
activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC, activina E, activina AE si
activina BE). Tn anumite cazuri, un anticorp care se leaga la activind (de exemplu
activina A, activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC, activina E,
activina AE si activina BE) inhiba semnalizarea ActRlIl, optional masurata intr-o analiza
pe baz& de celule precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se
leaga la activina (de exemplu activina A, activina B, activina C, activina AB, activina
AC, activina BC, activina E, activina AE si activina BE) inhiba legarea activina-ActRII
si/sau activina-ALK (de exemplu, legarea activina-ALK4, activina-ALKS5 si/sau activina-
ALK?7). In unele cazuri, anticorpul se leaga la activina B. In anumite cazuri, un anticorp
care se leaga la activina B inhiba semnalizarea ActRII, optional masurata intr-o analiza
pe baza de celule, precum cele descrise aici. In anumite cazuri, un anticorp care se
leaga la activina B inhiba legarea activina B-ActRIl si/sau legarea activina B-ALK (de
exemplu, legarea activina B-ALK4, activina B-ALKS $|/sau activinad B-ALK7?). in unele
cazuri, anticorpul este un anticorp multispecific sau o combinatie de anticorpi
multispecifici care se leaga la unul sau mai multi dintre ActRIIB, ActRIIA, ALK4, ALKS5,
ALK?7, GDF11, GDF8, activina, BMP6, GDF3, BMP10 si BMP15. In anumite cazuri,
anticorpul multispecific, sau o combinatie de anticorpi multispecifici, inhiba
semnalizarea intr-o analiza bazata pe celule a unuia sau mai multora dintre: ActRIIB,
GDF11, GDFS8, activind, BMP6, GDF3, BMP10 si BMP15. in unele cazuri, anticorpul
este un anticorp himeric, un anticorp umanizat sau un anticorp uman. In unele cazuri,
anticorpul este un anticorp cu un singur lant, un fragment F(ab')2, un diacorp cu un
singur lant, un fragment Fv cu un singur lant in tandem, un diacorp cu un singur lant in
tandem, o sau o proteina de fuziune cuprinzand un diacorp cu un singur lant si cel putin
o portiune a unei regiuni constante a lantului greu de imunoglobulina.

In anumite cazuri, antagonistul de GDF/BMP este un inhibitor cu molecule mici
sau o combinatie de inhibitori cu molecule mici. In unele cazuri, inhibitorul cu molecul
mic& este un inhibitor cel putin al ActRII (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB). n unele
cazuri, inhibitorul cu molecula mica este un inhibitor cel putin al ALK4. Tn unele cazuri,
inhibitorul cu molecula mica este un inhibitor cel putin al ALKS. in unele cazuri,
inhibitorul cu moleculda mica este un inhibitor cel putin al ALKY. In unele cazuri,
inhibitorul cu moleculd mica este un inhibitor cel putin al GDF11. In unele cazuri,
inhibitorul cu moleculda mica este un inhibitor cel putin al GDF8. In unele cazuri,
inhibitorul cu molecula mica este un inhibitor cel putin al BMPG6. In unele cazuri,
inhibitorul cu moleculd mic& este un inhibitor cel putin al BMP15. in unele cazuri,
inhibitorul cu molecula mica este un inhibitor cel putin al BMP10. in unele cazuri,
inhibitorul cu moleculd micd este un inhibitor cel putin al GDF3. in unele cazuri,
inhibitorul cu moleculd mica este un inhibitor cel putin al activinei (de exemplu, activina
A, activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC, activina E, activina AE
si activina BE). in unele cazuri, inhibitorul cu moleculd mica este un inhibitor cel putin
al activinei B. In unele cazuri, inhibitorul cu moleculad mica este un inhibitor cel putin al
uneia sau mai multor proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

In anumite cazuri, antagonistul de GDF/BMP este un inhibitor al acidului nucleic
sau o combinatie de inhibitori ai acidului nucleic. In unele cazuri, inhibitorul de acid
nucleic este un inhibitor cel putin al ActRIl (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB). in
unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor cel putin al ALK4. in unele
cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor cel putin al ALKS. In unele cazuri,
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inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor cel putin al ALK7. in unele cazuri, inhibitorul
de acid nucleic este un inhibitor cel putin al GDF11. In unele cazuri, inhibitorul de acid
nucleic este un inhibitor cel putin al GDF8. In unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic
este un inhibitor cel putin al BMP6. in unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un
inhibitor cel putin al BMP15. In unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor
cel putin al BMP10. Tn unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor cel putin
al GDF3. In unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un inhibitor cel putin al activinei
(de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina AB, activina AC, activina BC,
activina E, activina AE si activina BE). in unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este
un inhibitor cel putin al activinei B. n unele cazuri, inhibitorul de acid nucleic este un
inhibitor cel putin al unuia sau mai multor Smad-uri (de exemplu, Smad-urile 2 si 3).

n anumite cazuri, antagonistul GDF/BMP este o polipeptida folistatina. n unele
cazuri, polipeptida folistatina cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75% 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identicd cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 26. in unele cazuri,
polipeptida folistatina cuprinde o secventa de aminoacizi care este cel putin 70%, 75%
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% sau 100% identica
cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 27. in unele cazuri, polipeptida folistatina
cuprinde o secventd de aminoacizi care este cel putin 70%, 75% 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 28. in unele cazuri, polipeptida folistatind cuprinde o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75% 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 29. In unele cazuri, polipeptida folistatind cuprinde o secventa de
aminoacizi care este cel putin 70%, 75% 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:
30.

In anumite cazuri, antagonistul de GDF/BMP este o polipeptida FLRG. in unele
cazuri, polipeptida FLRG cuprinde o secventad de aminoacizi care este cel putin 70%,
75% 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 31.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 prezinta o aliniere a domeniilor extracelulare ale ActRIIB uman (SEQ ID NO:
2) si ActRIIA uman (SEQ ID NO: 10) cu reziduurile deduse aici, pe baza analizei
compozite a mai multor structuri cristaline de ActRIIB si ActRIIA, pentru a contacta
direct ligandul indicat cu cutii.

Figura 2 prezinta o aliniere a multiple secvente a diferitelor proteine ActRIIB ale
vertebratelor (SEQ ID NO: 53-58) si ActRIIA umana (SEQ ID NO: 59) precum si o
secventa consens ActRlIl derivata din alinierea (SEQ ID NO: 60).

Figura 3 prezinta o aliniere a multiple secvente a diferitelor proteine ActRIIA ale
vertebratelor si ActRIIA umana (SEQ ID NO: 61-68).

Figura 4 prezinta o aliniere a multiple secvente a domeniilor Fc din izotipurile 1gG
umane utilizadnd Clustal 2.1. Regiunile balama sunt indicate prin sublinierea cu linie
punctata. Sublinierea dubla indica exemple de pozitii proiectate in Fc IgG1 pentru a
promova asocierea lantului asimetric si pozitiile corespunzatoare fata de alte izotipuri
de IgG2, IgG3 si IgG4.

Figura 5 prezinta purificarea ActRIIA-hFc exprimata in celule CHO. Proteina se
purifica ca un pic unic, bine definit, vizualizat prin dimensionarea coloanei (panoul
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superior) si cu SDS-PAGE coloratda Coomassie (panoul inferior) (banda stanga:
standarde de greutate moleculara; banda dreapta: ActRIIA-hFc).

Figura 6 prezinta legarea ActRIIA-hFc la activina (panoul superior) si GDF-11 (panoul
inferior), masurata prin testul Biacore™.

Figura 7 prezinta secventa completéd de aminoacizi neprocesata a ActRIIB (25-131)-
hFc (SEQ ID NO: 69). Liderul TPA (reziduurile 1-22) si domeniul extracelular ActRIIB
dublu-trunchiat (reziduurile 24-131, utilizdnd numerotarea bazata pe secventa nativa
din SEQ ID NO: 1) sunt fiecare subliniate. Este evidentiat glutamatul pus in evidenta
prin secventiere ca fiind aminoacidul N-terminal al proteinei de fuziune mature, care se
afla in pozitia 25 fata de SEQ ID NO: 1

Figurile 8A si 8B prezintd o secventa de nucleotide care codificad ActRIIB (25-131)-
hFc (firul de codare este prezentat in partea de sus, SEQ ID NO: 70 si complementul
este prezentat in partea de jos 3'-5', SEQ ID NO: 71). Secventele care codifica liderul
TPA (nucleotidele 1-66) si domeniul extracelular ActRIIB (nucleotidele 73-396) sunt
subliniate. Este prezentatd de asemenea secventa de aminoacizi corespunzatoare
pentru ActRIIB (25-131).

Figurile 9A si 9B prezintd o secventa de nucleotide alternativa care codifica ActRIIB
(25-131)-hFc (firul de codare este prezentat in partea de sus, SEQ ID NO: 72 si
complementul prezentat in partea de jos 3'-5', SEQ ID NO: 73). Aceasta secventa
confera un nivel mai mare de exprimare a proteinelor in transformantii initiali, facand
dezvoltarea liniei celulare un proces mai rapid. Secventele care codifica liderul TPA
(nucleotidele 1-66) si domeniul extracelular ActRIIB (nucleotidele 73-396) sunt
subliniate si sunt evidentiate substitutiile din secventa nucleotidica de tip salbatic a
ECD (vezi Figura 8). Este prezentata, de asemenea, secventa de aminoacizi
corespunzatoare pentru ActRIIB (25-131).

Figura 10 prezintd secventa completa de aminoacizi pentru capcana de GDF ActRIIB
(L79D 20-134)-hFc (SEQ ID NO: 74), inclusiv secventa lider TPA (subliniere dubla),
domeniul extracelular ActRIIB (reziduurile 20-134 din SEQ ID NO: 1; subliniat cu o
linie) si domeniul hFc. Aspartatul substituit la pozitia 79 in secventa nativa este subliniat
cu linie dubla si evidentiat, la fel ca si glicina dezvaluita prin secventiere ca fiind reziduul
N-terminal in proteina de fuziune matura.

Figurile 11A si 11B prezinta o secventa de nucleotide care codifica ActRIIB (L79D 20-
134) -hFc. SEQ ID NO: 75 corespunde firului de sens si SEQ ID NO: 76 corespunde
firului antisens. Liderul TPA (nucleotidele 1-66) este subliniat cu line dubla, iar
domeniul extracelular ActRIIB (nucleotidele 76-420) este subliniat cu linie simpla.
Figura 12 prezinta secventa completd de aminoacizi pentru capcana de GDF
trunchiatd ActRIIB (L79D 25-131)-hFc (SEQ ID NO: 77), incluzdnd liderul TPA
(subliniere cu linie dubla), domeniu extracelular ActRIIB trunchiat (resturile 25-131 din
SEQ ID NO: 1; subliniere cu linie simpla), si domeniul hFc. Aspartatul substituit la
pozitia 79 in secventa nativa este subliniat cu linie dubld si evidentiat, la fel ca
glutamatul dezvaluit prin secventiere ca fiind reziduul N-terminal in proteina de fuziune
matura.

Figura 13 prezinta secventa de aminoacizi pentru capcana GDF trunchiata ActRIIB
(L79D 25-131)-hFc fara un lider (SEQ ID NO: 78). Domeniul extracelular ActRIIB
trunchiat (reziduurile 25-131 din SEQ ID NO: 1) este subliniat. Aspartatul substituit la
pozitia 79 in secventa nativd este subliniat cu linie dubld si evidentiat, la fel ca
glutamatul pus in evidenta prin secventiere ca fiind reziduul N-terminal din proteina de
fuziune matura.

Figura 14 prezinta secventa de aminoacizi pentru capcana de GDF trunchiata ActRIIB
(L79D 25-131) fara lider, domeniu hFc si linkerul (SEQ ID NO: 79). Aspartatul substituit
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la pozitia 79 in secventa nativa este subliniat si evidentiat, la fel ca glutamatul pus in
evidenta prin secventiere ca fiind reziduul N-terminal din proteina de fuziune matura.
Figurile 15A si 15B prezinta o secventa de nucleotide care codifica ActRIIB (L79D 25-
131) -hFc. SEQ ID NO: 80 corespunde firului de sens si SEQ ID NO: 81 corespunde
firului antisens. Liderul TPA (nucleotidele 1-66) este subliniat cu linie dubla, sidomeniul
extracelular ActRIIB trunchiat (nucleotidele 76-396) este subliniat cu linie simpla. Este
prezentata, de asemenea, secventa de aminoacizi pentru domeniul extracelular
ActRIIB (reziduurile 25-131 din SEQ ID NO: 1).

Figurile 16A si 16B prezinta o secventa de nucleotide alternativa care codifica ActRIIB
(L79D 25-131)-hFc. SEQ ID NO: 82 corespunde firului de sens si SEQ ID NO: 83
corespunde firului antisens. Liderul TPA (nucleotidele 1-66) este subliniat cu linie
dubla, domeniul extracelular ActRIIB trunchiat (nucleotidele 76-396) este subliniat, si
substitutiile in secventa de nucleotide de tip salbatic din domeniul extracelular sunt
subliniate cu linie dubla si evidentiate (comparativ cu SEQ ID NO: 81, Figura 15). Este
prezentata, de asemenea, secventa de aminoacizi pentru domeniul extracelular
ActRIIB (reziduurile 25-131 din SEQ ID NO: 1).

Figura 17 prezinta nucleotidele 76-396 (SEQ ID NO: 84) din secventa alternativa de
nucleotide prezentata in Figura 16 (SEQ ID NO: 82). Aceleasi substitutii de nucleotide
indicate in Figura 16 sunt, de asemenea subliniate si evidentiate aici. SEQ ID NO: 84
codifica numai domeniul extracelular ActRIIB trunchiat (corespunzator reziduurilor 25-
131 din SEQ ID NO: 1) cu o substitutie L79D, de exemplu, ActRIIB (L79D 25-131).
Figura 18 prezinta o aliniere de multiple secvente a diferitelor proteine ALK4 pentru
vertebrate si ALK4 umane (SEQ ID NO: 126-132).

Figura 19 prezinta date comparative de legare a ligandului pentru un complex proteic
heterodimeric ALK4-Fc:ActRIIB-Fc comparativ. cu homodimerul ActRIIB-Fc si
homodimerul ALK4-Fc. Pentru fiecare complex proteic, liganzii sunt clasati dupa Koft, 0
constanta cinetica care se coreleaza bine cu inhibarea semnalizarii ligandului si listata
in ordinea descrescatoare a afinitatii de legare (liganzii legati cel mai stréns sunt listati
in partea de sus). In stanga, liniile galbene, rosii, verzi si albastre indica magnitudinea
constantei off-rate. Liniile negre solide indica liganzi a caror legare la heterodimer este
imbunatatita sau neschimbata in comparatie cu homodimerul, in timp ce liniile rosii
punctate indica legarea substantial redusa in comparatie cu homodimerul. Asa cum se
arata, heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc prezinta o legare imbunatatita la activina B
in comparatie cu oricare homodimer, pastreaza o legare puternica la activina A, GDF8
si GDF11, asa cum se observa cu homodimerul ActRIIB-Fc si prezintd o legare
substantial redusa la BMP9, BMP10 si GDF3. La fel ca homodimerul ActRIIB-Fc,
heterodimerul pastreaza legarea de BMP6 la un nivel intermediar.

Figura 20 prezinta comparativ datele ICso pentru heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc/
homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc determinate printr-o analiza de gene raportor A-
204, asa cum este descris aici. Heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc inhiba caile de
semnalizare ale activinei A, activinei B, GDF8 si GDF11 similar cu homodimerul
ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc. Cu toate acestea, inhibarea de catre heterodimerul ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc a cailor de semnalizare BMP9 si BMP10 este semnificativ redusa in
comparatie cu cea de catre homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc. Aceste date
demonstreaza ca heterodimerii ALK4:ActRIIB sunt antagonisti mai selectivi ai activinei
A, activinei B, GDF8 si GDF11 in comparatie cu homodimerii ActRIIB:ActRIIB
corespunzatori.

Figurile 21A si 21B prezinta doua exemple schematice de complecsi de proteine
heteromerice care cuprind polipeptide de receptor de tip | si de receptor de tip Il. Figura
21A ilustreaza un complex proteic heterodimeric care cuprinde o polipeptida de fuziune
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a receptorului de tip | si o polipeptida de fuziune a receptorului de tip Il, care poate fi
asamblata covalent sau necovalent printr-un domeniu de multimerizare continut in
fiecare lant polipeptidic. Doua domenii de multimerizare asamblate constituie o
pereche de interactiune, care poate fi fie ghidata, fie neghidata. Figura 21B descrie un
complex proteic heterotetrameric cuprinzdnd doi complecsi heterodimerici asa cum
este ilustrat in Figura 21A. Se pot preconiza complecsi de ordin superior.

Figurile 22 prezinta un exemplu schematic al unui complex proteic heteromeric care
cuprinde o polipeptida a receptorului de tip | (indicata ca "I") (de exemplu, o polipeptida
care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97 %,
98%, 99% sau 100% identica cu un domeniu extracelular al unei proteine ALK4 de la
oameni sau alte specii precum cele descrise aici) si o polipeptida a receptorului de tip
Il (indicata ca "II") (de exemplu, o polipeptida care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu un
domeniu extracelular al unei proteine ActRIIB de la oameni sau alte specii ca cele
descrise aici). In exemplele ilustrate, polipeptida receptorului de tip | face parte dintr-o
polipeptida de fuziune care cuprinde un prim membru al unei perechi de interactiune
("Ci"), si polipeptida receptorului de tip Il face parte dintr-o polipeptida de fuziune care
cuprinde un al doilea membru al unui pereche de interactiune ("Cz") In fiecare
polipeptida de fuziune, poate fi pozitionat un linker intre polipeptida receptorului de tip
| sau tip Il si membrul corespunzator al perechii de interactiune. Primul si al doilea
membru al perechii de interactiune pot fi o pereche ghidatéd (asimetrica), ceea ce
inseamna ca membrii perechii se asociaza preferential intre ei, mai degraba decét sa
se auto-asocieze, sau perechea de interactiune poate fi neghidata, ceea ce inseamna
ca membirii perechii se pot asocia intre ei sau se pot asocia fara preferinte substantiale
si pot avea aceleasi sau diferite secvente de aminoacizi. Proteinele de fuziune Fc
traditionale si anticorpii sunt exemple de perechi de interactiuni neghidate, in timp ce
o varietate de domenii Fc proiectate au fost concepute ca perechi de interactiune
ghidate (asimetrice) [de exemplu, Spiess si colab (2015) Molecular Immunology
67(2A): 95-106].

Figurile 23A-23D prezinta exemple schematice de complecsi de proteine heteromerici
care contin o polipeptida ALK4 (de exemplu, o polipeptida care este cel putin de 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97 %, 98%, 99% sau 100% identica
cu un domeniu extracelular al unei proteine ALK4 de la oameni sau alte specii precum
cele descrise aici) si o polipeptida ActRIIB (de exemplu, o polipeptida care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu un domeniu extracelular al unei proteine ActRIIB de la oameni sau
alte specii precum cele descris aici). in exemplele ilustrate, polipeptida ALK4 face parte
dintr-o polipeptida de fuziune care cuprinde un prim membru al unei perechi de
interactiune ("Ci"), iar polipeptida ActRIIB face parte dintr-o polipeptida de fuziune care
cuprinde un al doilea membru al unei perechi de interactiune ("C2"). Perechile de
interactiune adecvate includ, de exemplu, perechi de interactiune cu lantul greu si/sau
cu lantul usor de imunoglobulina, trunchieri si variante ale acestora, cum ar fi cele
descrise aici [de exemplu, Spiess si colab (2015) Molecular Immunology 67(2A): 95-
106]. In fiecare polipeptida de fuziune, poate fi pozitionat un linker intre polipeptida
ALK4 sau ActRIIB si membrul corespunzator al perechii de interactiune. Primul si al
doilea membru al perechii de interactiune pot fi neghidate, ceea ce inseamna ca
membrii perechii se pot asocia intre ei sau se pot auto-asocia fara preferinte
substantiale si pot avea aceleasi sau diferite secvente de aminoacizi. Vezi Figura 23A.
Alternativ, perechea de interactiune poate fi o pereche ghidata (asimetrica), ceea ce
inseamna ca membrii perechii se asociaza preferential intre ei, mai degraba decéat sa
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se auto-asocieze. Vezi Figura 23B. Se pot preconiza complecsi de ordin superior. Vezi
Figura 23C si 23D.

DESCRIEREA DETALIATA

1. Prezentare generala

Superfamilia TGF-3 este formata din peste 30 de factori secretati, inclusiv TGF-
beta-uri, activine, nodali, proteine morfogenetice osoase (BMP-uri), factori de crestere
si diferentiere (GDF-uri) si hormon anti-mulerian (AMH) [Weiss si colab. (2013)
Developmental Biology, 2(1): 47-63]. Membrii superfamiliei, care se gasesc atat la
vertebrate, céat si la nevertebrate, sunt exprimati omniprezent in diverse tesuturi si
functioneaza in primele etape de dezvoltare pe parcursul vietii unui animal. Desigur,
proteinele superfamiliei TGF- sunt mediatori cheie pentru autoinnoirea celulelor stem,
gastrularii, diferentierii, morfogenezei organelor si homeostaziei tesutului adult. in
concordanta cu aceasta activitate omniprezenta, semnalizarea aberanta a
superfamiliei TGF-beta este asociata cu o gama larga de patologii umane, inclusiv, de
exemplu, boli autoimune, boli cardiovasculare, boli fibrotice si cancer.

Liganzii superfamiliei TGF-beta impartasesc aceeasi structura dimerica in care
intoarcerea de 3-1/2 a elicei centrale a unui monomer se impacheteaza pe suprafata
concava formata din catena beta a celuilalt monomer. Majoritatea membrilor familiei
TGF-beta sunt stabilizati Tn plus printr-o legatura intermoleculara disulfidica. Aceste
legaturi disulfidice traverseaza printr-un inel format din alte doua legaturi disulfidice
generand ceea ce a fost numit motivul de 'nod de cisteind' [Lin si colab. (2006)
Reproduction 132: 179-190; si Hinck si colab. (2012) FEBS Letters 586: 1860-1870].

Semnalizarea superfamiliei TGF-beta este mediatéd de complecsi heteromerici
de receptori tip | si tip Il de serina/treonina kinaza, care fosforileaza si activeaza
proteinele SMAD din aval (de exemplu, Proteinele SMAD 1, 2, 3, 5 si 8) la stimularea
ligandului [Massagué (2000) Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178]. Acesti receptori de
tip | si de tip Il sunt proteine transmembranare, compuse dintr-un domeniu extracelular
care leaga ligandul cu regiune bogata in cisteina, un domeniu transmembranar si un
domeniu citoplasmatic cu specificitatea prezisa a serinei/treonin kinazei. In general,
receptorii de tip | mediaza semnalizarea intracelulara, in timp ce receptorii de tip Il sunt
necesari pentru legarea liganzilor superfamiliei TGF-beta. Receptorii de tip | si I
formeaza un complex stabil dupa legarea ligandului, rezultand fosforilarea receptorilor
de tip | de catre receptorii de tip Il.

Familia TGF-beta poate fi impartita in doua ramuri filogenetice pe baza
receptorilor de tip | pe care i leaga si a proteinelor Smad pe care le activeaza. Una
este ramura evoluata mai recent, care include, de exemplu, TGF-beta-uri, activine,
GDF8, GDF9, GDF11, BMP3 si nodal, care semnalizeaza prin receptorii de tip | care
activeaza Smad-urile 2 si 3 [Hinck (2012) FEBS Letters 586:1860-1870]. Cealalta
ramura cuprinde proteinele mai inrudite mai indepartate ale superfamiliei si include, de
exemplu, BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF1,
GDF5, GDF6 si GDF7, care semnalizeaza prin Smad-uri 1, 5 si 8.

Activinele sunt membre ale superfamiliei TGF-beta si au fost descoperite initial
ca agenti de reglare a secretiei hormonului de stimulare a foliculului, dar ulterior au fost
caracterizate diferite roluri reproductive si nereproductive. Exista trei forme principale
de activina (A, B si AB) care sunt homo/heterodimeri ai doua subunitati B strans inrudite
(BABA, BsBe si respectiv BaBe,). Genomul uman codifica, de asemenea, o activina C si
o activina E, care sunt exprimate in principal in ficat, si sunt, de asemenea, cunoscute
forme heterodimere care contin Bc sau Be. in superfamilia TGF-beta, activinele sunt
factori unici si multifunctionali care pot stimula productia de hormoni in celulele
ovariene si placentare, sustine supravietuirea celulelor neuronale, influenta progresul
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ciclului celular pozitiv sau negativ in functie de tipul celulei si induce diferentierea
mezodermica cel putin la embrioni de amfibieni [DePaolo si colab. (1991) Proc Soc Ep
Biol Med. 198:500-512; Dyson si colab. (1997) Curr Biol. 7:81-84; si Woodruff (1998)
Biochem Pharmacol. 55:953-963]. In mai multe tesuturi, semnalizarea activinei este
antagonizata de heterodimerul sau inrudit, inhibina. De exemplu, in reglarea secretiei
hormonului de stimulare a foliculului (FSH) din hipofiza, activina promoveaza sinteza
si secretia FSH, in timp ce inhibina reduce sinteza si secretia FSH. Alte proteine care
pot regla bioactivitatea activinei si/sau se leaga la activina includ folistatina (FS),
proteina asociata cu folistatina (FSRP, cunoscuta si sub numele de FLRG sau FSTL3)
si az-macroglobulina.

Asa cum este descris aici, agentii care se leaga la "activina A" sunt agenti care
se leaga specific la subunitatea B4, fie in contextul unei subunitati Ba izolate fie ca un
complex dimeric (de exemplu, un homodimer BaBa sau un heterodimer BaBe). in cazul
unui complex heterodimeric (de exemplu, un heterodimer BaBg), agentii care se leaga
la "activina A" sunt specifici epitopilor prezenti in subunitatea Ba, dar nu se leaga la
epitopii prezenti in subunitatea non-Pa a complexului (de exemplu, subunitate Bs a
complexului). Similar, agentii dezvaluiti aici care antagonizeaza (inhiba) "activina A"
sunt agenti care inhiba una sau mai multe activitati mediate de o subunitate Ba, fie in
contextul unei subunitati Ba izolate fie ca un complex dimeric (de exemplu, un
homodimer BaBa sau un heterodimer BaBs). In cazul heterodimerilor BaBs, agentii care
inhib&a "activina A" sunt agenti care inhiba specific una sau mai multe activitati ale
subunitatii Ba, dar nu inhiba activitatea subunitatii non-ga a complexului (de exemplu,
subunitate Bs a complexului). Acest principiu se aplica si agentilor care se leagé la
si/sau inhib& "activina B", "activina C" si "activina E". Agentii dezvaluiti aici care
antagonizeaza "activina AB" sunt agenti care inhiba una sau mai multe activitati
mediate de subunitatea Ba si una sau mai multe activitati mediate de subunitatea 3s.

BMP-urile si GDF-urile formeaza impreund o familie de citokine cu nod de
cisteina care au in comun pliul caracteristic al superfamiliei TGF-beta [Rider si colab.
(2010) Biochem J., 429(1):1-12]. Aceasta familie include, de exemplu, BMP2, BMP4,
BMP6, BMP7, BMP2a, BMP3, BMP3b (cunoscut de asemenea ca GDF10), BMP4,
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8, BMP8a, BMP8b, BMP9 (cunoscut de asemenea ca
GDF2), BMP10, BMP11 (cunoscut de asemenea ca GDF11), BMP12 (cunoscut de
asemenea ca GDF7), BMP13 (cunoscut de asemenea ca GDF6), BMP14 (cunoscut
de asemenea ca GDF5), BMP15, GDF1, GDF3 (cunoscut de asemenea ca VGR2),
GDF8 (cunoscut de asemenea ca miostatinad), GDF9, GDF15, si decapentaplegic. Pe
langa capacitatea de a induce formarea osoasa, care a dat numele BMP, BMP/GDF
prezinta activitati morfogenetice in dezvoltarea unei game largi de tesuturi. Homo- si
hetero-dimerii BMP/GDF interactioneaza cu combinatii de dimeri ai receptorilor de tip
| si tip Il pentru a produce multipli complecsi de semnalizare posibile, care conduc la
activarea unuia dintre cele doua seturi concurente de factori de transcriptie SMAD.
BMP/GDF-urile au functii deosebit de specifice si localizate. Acestea sunt reglate in
mai multe moduri, inclusiv restrictia de dezvoltare a exprimarii BMP/GDF si prin
secretia mai multor proteine antagoniste specifice pentru BMP care se leaga cu
afinitate mare la citokine. Curios, un numar dintre acesti antagonisti seamana cu
liganzii superfamiliei TGF-beta.

Factorul de crestere si diferentiere-8 (GDF8) este, de asemenea, cunoscut sub
numele de miostatina. GDF8 este un agent de reglare negativ al masei musculare
scheletice si este deosebit de exprimat in muschii scheletici in curs de dezvoltare si la
adulti. Mutatia nula GDF8 la soarecii transgenici se caracterizeaza printr-o hipertrofie
marcata si o hiperplazie a muschilor scheletici [McPherron si colab. Nature (1997)
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387:83-90]. Cresteri similare ale masei musculare scheletice sunt evidente in mutatiile
naturale ale GDF8 la bovine si, izbitor, la oameni [Ashmore si colab. (1974) Growth,
38:501-507; Swatland si Kieffer, J. Anim. Sci. (1994) 38:752-757; McPherron si Lee,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1997) 94:12457-12461; Kambadur si colab. Genome Res.
(1997) 7:910-915; si Schuelke si colab. (2004) N Engl J Med, 350:2682-8]. Studiile au
aratat, de asemenea, ca pierderea musculara asociata cu infectia cu HIV la om este
insotita de cresteri ale exprimarii proteinei GDF8 [Gonzalez-Cadavid si colab., PNAS
(1998) 95:14938-43]. in plus, GDF8 poate modula productia de enzime musculare
specifice (de exemplu, creatin kinaza) si moduleaza proliferarea celulelor mioblaste
[Publicatia cererii internationale de brevet nr. WO 00/43781]. Propeptida GDF8 se
poate lega necovalent la dimerul matur al domeniului GDF8, inactivand activitatea sa
biologica [Miyazono si colab. (1988) J. Biol. Chem., 263: 6407-6415; Wakefield si
colab. (1988) J. Biol. Chem., 263; 7646-7654; si Brown si colab. (1990) Growth
Factors, 3: 35-43]. Alte proteine care se leaga la GDF8 sau proteine inrudite structural
si inhiba activitatea lor biologica includ folistatina si, potential, proteinele legate de
folistatinad [Gamer si colab. (1999) Dev. Biol., 208: 222-232].

GDF11, cunoscut si sub numele de BMP11, este o proteina secretata care se
exprima in mugurul cozii, mugurul membrelor, arcadele maxilare si mandibulare si
ganglionii radacinii dorsale in timpul dezvoltarii soarecilor [McPherron si colab. (1999)
Nat. Genet., 22: 260-264; si Nakashima si colab. (1999) Mech. Dev., 80: 185-189].
GDF11 joaca un rol unic in modelarea atat a tesuturilor mezodermice, cat si a
tesuturilor neuronale [Gamer si colab. (1999) Dev Biol., 208:222-32]. GDF11 s-a
dovedit a fi un agent de reglare negativ al condrogenezei si miogenezei in dezvoltarea
membrului puiului [Gamer si colab. (2001) Dev Biol., 229:407-20]. Expresia GDF11 in
muschi sugereaza, de asemenea, rolul sau in reglarea cresterii musculare, similar cu
GDFS8. in plus, expresia GDF11 in creier sugereaza cd GDF11 poate avea si activitati
in legatura cu functia sistemului nervos. Interesant este ca, s-a constatat ca GDF11
inhiba neurogeneza in epiteliul olfactiv [Wu si colab. (2003) Neuron., 37:197-207]. Prin
urmare, GDF11 poate avea aplicatii in vitro si in vivo in tratamentul bolilor precum bolile
musculare si bolile neurodegenerative (de exemplu, scleroza laterala amiotrofica).

Asa cum s-a demonstrat aici, o polipeptida ActRIIA solubila si heterodimerul
ALK4:ActRIIB, care se leaga la diferiti liganzi care interactioneaza cu ActRIIA si
ActRIIB, este eficienta in scaderea presiunii sanguine si a hipertrofiei cardiace intr-un
model de PAH. Desi nu se doreste legarea de vreun mecanism particular, este de
asteptat ca efectele acestor agenti sa fie cauzate, in principal, de un efect antagonist
de semnalizare a ActRIIA/B. Indiferent de mecanism, din datele prezentate aici rezulta
ca antagonistii de semnalizare ai ActRIIA/B (antagonisti de GDF/BMP) scad tensiunea
arteriala, scad hipertrofia cardiaca si au alte efecte de pozitive in tratarea hipertensiunii
pulmonare. Trebuie remarcat faptul ca presiunea sanguina si hipertrofia sunt dinamice,
cu modificari dependente de un echilibru al factorilor care cresc presiunea sanguina si
hipertrofia si al factorilor care scad presiunea sanguina si hipertrofia. Presiunea
sanguina si hipertrofia cardiaca pot fi scazute prin cresterea factorilor care reduc
presiunea sanguina si hipertrofia cardiaca, scaderea factorilor care promoveaza
presiunea sanguina crescuta si hipertrofia cardiaca sau ambii. Termenii de scadere a
presiunii sanguine sau scadere a hipertrofiei cardiace se refera la modificarile fizice
observabile ale presiunii sanguine si ale tesutului cardiac si sunt menite sa fie neutre
in ceea ce priveste mecanismul prin care apar modificarile.

Modelele de sobolani pentru PAH care au fost utilizate Tn studiile descrise aici
sunt considerate a fi predictive pentru eficacitatea la om si, prin urmare, aceasta
dezvaluire ofera metode de utilizare a polipeptidelor ActRIIA, heteromultimerilor
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ALK4:ActRIIB si a altor antagonisti de GDF/BMP pentru tratarea hipertensiunii
pulmonare (de exemplu, PAH), in special tratarea, prevenirea sau reducerea severitatii
sau duratei uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare, la om. Dupa
cum este dezvaluit aici, termenul antagonisti de GDF/BMP se refera la o varietate de
agenti care pot fi utilizati pentru a antagoniza semnalizarea ActRIIA/B incluzand, de
exemplu, antagonisti care inhiba unul sau mai multi liganzi de ActRIIA/B [de exemplu,
activina (activina A, activina B, activina AB, activina C, activina AC, activina BC,
activina E, activina AE si/sau activina BE), GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15,
BMP10]; antagonisti care inhiba unul sau mai multi receptori de tip | si/sau tip Il (de
exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK7 si ALK5); si antagonisti care inhiba una sau
mai multe componente de semnalizare in aval (de exemplu, proteine Smad cum ar fi
Smad-urile 2 si 3). Antagonistii de GDF/BMP care trebuie utilizati in conformitate cu
metodele si utilizarile din dezvaluire includ o varietate de forme, de exemplu, capcane
pentru liganzi (de exemplu, polipeptide ActRIIA solubile, polipeptide ActRIIB,
heterodimeri ALK4:ActRIIB, polipeptide folistatinice si polipeptide FLRG), antagonisti
ai anticorpilor (de exemplu, anticorpi care inhiba unul sau mai multi dintre activina,
GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK7 si
ALKS), antagonisti cu molecule mici [de exemplu, molecule mici care inhiba unul sau
mai multe dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALK7, ALKS5 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-
urile 2 si 3)] si antagonisti nucleotidici [de exemplu, secvente nucleotidice care inhiba
una sau mai multe dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10,
ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK7, ALKS5 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu,
Smad-urile 2 si 3)].

Termenii utilizati in aceasta specificatie au in general semnificatiile lor obisnuite
in domeniu, in contextul acestei dezvaluiri si in contextul specific in care se utilizeaza
fiecare termen. Anumiti termeni sunt discutati mai jos sau in alta parte in specificatie
pentru a oferi o indrumare suplimentara practicianului in descrierea compozitiilor si
metodelor conform dezvaluirii si referitor la cum sa le realizam si sa le folosim. Scopul
sau semnificatia oricarei utilizari a unui termen va fi evident din contextul specific in
care este utilizat.

"Omolog", in toate formele sale gramaticale si variatiile de ortografie, se refera
la relatia dintre doua proteine care poseda o "origine evolutiva comuna”, inclusiv
proteine din superfamilii din aceeasi specie de organism, precum si proteine omoloage
din diferite specii de organism. Astfel de proteine (si acizii lor nucleici de codificare) au
omologie de secventa, reflectata de similitudinea lor de secventa, fie in termeni de
identitate procentuald, fie prin prezenta unor reziduuri sau motive specifice si pozitii
conservate. Cu toate acestea, in utilizarea obisnuita si in prezenta cerere, termenul
"omolog", atunci cand este modificat cu un adverb precum "ridicat", se poate referi la
similitudinea secventei si se poate referi sau nu la o origine evolutiva comuna.

Termenul "similitudine de secventd", in toate formele sale gramaticale, se refera
la gradul de identitate sau corespondenta intre secventele de acid nucleic sau de
aminoacizi care pot avea sau nu o origine evolutiva comuna.

"Identitatea procentualé (%) a secventei" fata de o secventa de polipeptida (sau
nucleotida) de referinta este definita ca fiind procentul de reziduuri de aminoacizi (sau
acizi nucleici) dintr-o secventa candidata care sunt identice cu reziduurile de
aminoacizi (sau acizii nucleici) din secventa de polipeptida de referinta (nucleotida),
dupa alinierea secventelor si introducerea golurilor, daca este necesar, pentru a se
atinge identitatea procentuald maxima a secventei si fara a lua in considerare orice
substitutii conservative ca parte a identitatii secventei. Alinierea in scopul determinarii
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procentului de identitate a secventei de aminoacizi poate fi efectuata in diferite moduri
care se incadreaza in competentele in domeniu, de exemplu, utilizadnd software de
calculator disponibil public, cum ar fi software-ul BLAST, BLAST-2, ALIGN sau
Megalign (DNASTAR). Specialistii in domeniu pot determina parametrii adecvati
pentru alinierea secventelor, incluzand orice algoritmi necesari pentru a se obtine
alinierea maxima pe toata lungimea secventelor comparate. Pentru scopurile de aici,
totusi, valorile identitatii secventei % de aminoacizi (acid nucleic) sunt generate
folosind programul de calculator ALIGN-2 de comparatie a secventei. Programul de
calculator de comparare a secventelor ALIGN-2 a fost creat de Genentech, Inc., iar
codul sursa a fost depus cu documentatia pentru utilizator la U.S Copyright Office,
Washington D.C., 20559, unde este inregistrat sub numarul de inregistrare al
drepturilor de autor din SUA TXU510087. Programul ALIGN-2 este disponibil public de
la Genentech, Inc., South San Francisco, California sau poate fi compilat din codul
sursa. Programul ALIGN-2 ar trebui compilat pentru a fi utilizat pe un sistem de operare
UNIX, inclusiv digital UNIX V4.0D. Toti parametrii de comparatie a secventei sunt setati
de programul ALIGN-2 si nu variaza.

"Agoniza", in toate formele sale gramaticale, se refera la procesul de activare a
unei proteine si/sau a unei gene (de exemplu, prin activarea sau amplificarea
exprimarii genei respectivei proteine sau prin inducerea unei proteine inactive sa intre
intr-o stare activa) sau cresterea activitatii unei proteine si/sau a unei gene.

"Antagoniza", in toate formele sale gramaticale, se refera la procesul de
inhibare a unei proteine si/sau a genei (de exemplu, prin inhibarea sau scaderea
exprimarii genei acelei proteine sau prin inducerea unei proteine active sa intre intr-o
stare inactiva) sau scaderea activitatii unei proteine si/sau a unei gene.

Termenii "in jur de" si "aproximativ" folositi in legatura cu o valoare numerica in
intreaga descriere si revendicari denota un interval de acuratete, familiar si acceptabil
pentru o persoand de specialitate in domeniu. In general, un astfel de interval de
acuratete este de + 10%. Alternativ, si in special in sistemele biologice, termenii "in jur
de" si "aproximativ" pot insemna valori care se afld intr-un ordin de marime, de
preferinta < 5 ori si mai preferabil < 2 ori dintr-o valoare data.

Intervalele numerice dezvaluite aici includ numerele care definesc intervalele.

Termenii "un" si "0" includ referiri la plural, cu exceptia cazului in care contextul
in care se utilizeaza termenul dicteaza clar altfel. Termenii "un" (sau "0"), precum si
termenii "unul sau mai multi” si "cel putin unul" pot fi utilizati aici in mod interschimbabil.
Mai mult, "si/sau”, in cazul in care se utilizeaza aici, trebuie considerat ca dezvaluire
specifica a fiecareia dintre cele doua sau mai multe caracteristici sau componente
specificate cu sau fara cealalta. Astfel, termenul "si/sau" asa cum se utilizeaza intr-o
fraza precum "A si/sau B" aici este destinat sa includa "A si B", "A sau B", "A" (singur)
si "B" (singur). La fel, termenul "si/sau” asa cum se utilizeaza intr-o fraza precum "A, B
si/sau C" este destinat sa cuprinda fiecare dintre urmatoarele cazuri: A, B si C; A, B
sau C; A sau C; Asau B; Bsau C; AsiC; AsiB; B siC; A (singur); B (singur); si C
(singuir).

Pe parcursul acestei dezvaluiri, cuvantul "cuprind" sau variatii precum
"cuprinde" sau "cuprinzand" va fi inteles ca implicand includerea unui numar intreg sau
grupuri de numere intregi, dar nu excluderea oricarui alt numar intreg sau grup de
numere intregi.

2. Polipeptide ActRIl, polipeptide ALK4, heteromultimeri ALK4:ActRIIB si
variante ale acestora

in anumite cazuri, dezvaluirea se referad la polipeptide ActRII si utilizari ale
acestora (de exemplu, pentru tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare
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si/sau a severitatii hipertensiunii pulmonare sau a uneia sau mai multor complicatii ale
hipertensiunii pulmonare) si/sau a unei boli pulmonare interstitiale (de exemplu, fibroza
pulmonara idiopatica). Asa cum se utilizeaza aici, termenul "ActRII" se refera la familia
receptorilor de activina de tip Il. Aceasta familie include receptorul activinei de tip 1A
(ActRIIA) si receptorul de activina de tip |IB (ActRIIB).

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "ActRIIB" se refera la o familie de proteine
de receptor activina tip 11B (ActRIIB) din orice specie si variante derivate din astfel de
proteine ActRIIB prin mutageneza sau alta modificare. Referirea la ActRIIB de aici este
inteleasa a fi o referire la oricare dintre formele identificate in prezent. Membrii familiei
ActRIIB sunt in general proteine transmembranare, compuse dintr-un domeniu
extracelular care leaga un ligand cuprinzand o regiune bogata in cisteina, un domeniu
transmembranar si un domeniu citoplasmatic cu activitate prezisa cu serin/treonin
kinaza.

Termenul "polipeptida ActRIIB" include polipeptide care cuprind orice
polipeptida naturald a unui membru al familiei ActRIIB precum si orice variante ale
acestuia (inclusiv mutanti, fragmente, fuziuni si forme peptidomimetice) care pastreaza
o activitate utila. Exemple de astfel de variante de polipeptide ActRIIB sunt furnizate
pe parcursul prezentei dezvaluiri, precum si in publicatiile cererilor de brevet nr. WO
2006/012627, WO 2008/097541, WO 2010/151426, si WO 2011/020045.
Numerotarea aminoacizilor pentru toate polipeptidele in legatura cu ActRIIB descrise
aici se bazeaza pe numerotarea secventei de proteina precursoare a ActRIIB umana
redatad mai jos (SEQ ID NO: 1), cu exceptia cazului in care este specificat altfel.

Secventa de proteina precursoare de ActRIIB umana este dupa cum urmeaza:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MTAPWVALAL

LWGSLCAGSG

GEQDKRLHCY
FCCCEGNFCN
LIVLLAFWMY
FGCVWRAQLM
EKRGSNLEVE
LHEDVPWCRG
FPGDTHGQVG
KAADGPVDEY
AQLCVTIEEC
TNYDLPPRES

ASWRNSSGTI
ERFTHLPEAG
RHRKFPYGHV
NDEFVAVEILFF
LWLITAFHDK
EGHKFSTIAHR
TRRYMAPEVL
MLPFEEELIGQ
WDHDAEARLS

SI (SEQ ID

RGEAETRECI
ELVKEGCWLD
GPEVTYEPPP
DIHEDPGFEF
LODKQSWOSE
GSLTDYLKGN
DFKSKNVLLE
EGAINFQRDA
HPSLEELQEV
AGCVEERVSL

NC: 1)

YYNANWELER
DENCYDRQEC
TAPTLLTVLA
PEPLVGLKPL
RETIFSTPGMK
ITTWNELCHV
SDLTAVLADF
FLRIDMYAMG
VVHKEMRETI

IRREVNGTTS

TNQSGLERCE
VATEENPQVY
YSLLPIGGLS
OLLETKARGR
HENLLOFIAA
AETMSRGELSY
GLAVRFEPGK
LVIWELVSRC
KDHWLKHPGL
DCLVSLVTSV

Peptida semnal este indicata prin sublinierea cu o linie_simpla; domeniul
extracelular este indicat prin litere aldine; iar potentiale situsuri de glicozilare
endogene legate de N- sunt indicate cu prin sublinierea cu linie dubla.

Secventa de polipeptida ActRIIB extracelulara (matura) procesata este dupa

cum urmeaza:
GCRGEAETRECIYYNANWELERTNGSGCLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGT IELVKKGCWLDD

FNCYDROQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVIYEPPETAPT (SEQ ID

NO: 2).
in unele cazuri, proteina poate fi produséa cu o secventa "SGR..." la capatul N-
terminal. "Coada" C-terminala a domeniului extracelular este indicata prin sublinierea
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cu o linie simpla. Secventa cu "coada" deletata (o secventd A15) este dupa cum

urmeaza:
GRGEAETRECIYVYNANWELERTNGSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVEKGCWLDD

FNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNECNERFTHLPEA (SEQ ID NO: 3).

O forma de ActRIIB cu o alanina in pozitia 64 din SEQ ID NO: 1 (A64) este, de
asemenea, raportata in literatura de specialitate. Vezi, de exemplu, Hilden si colab.
(1994) Blood, 83(8): 2163-2170. Solicitantii au determinat faptul ca o proteina de
fuziune ActRIIB-Fc care cuprinde un domeniu extracelular al ActRIIB cu substitutia A64
are o afinitate relativ scazuta pentru activina si GDF11. Prin contrast, aceeasi proteina
de fuziune ActRIIB-Fc cu o arginina in pozitia 64 (R64) are o afinitate pentru activina
si GDF11 in intervalul nanomolar scazut la picomolar ridicat. Prin urmare, in aceasta
dezvaluire secventele cu un R64 sunt utilizate ca secventa de referinta "de tip salbatic"
pentru ActRIIB uman.

Forma ActRIIB cu o alanina in pozitia 64 este dupa cum urmeaza:
1 MTAPWVALAL

51
101

(&) L o) N =
(S I e NS I o B
T SR

Lo
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finy

—

LWGSLCAGSG

GEQDKRLHCY
FCCCEGNFCN
LIVLLAFWMY
FGCVWKAQLM
ERKRGSNLEVE
LHEDVPWCRG
PPGDTHGOVG
KAADGPVDEY
AQLCVTIEEC

ASWANSSGTI
ERFTHLPEAG
RHRKPPYGHV
NDFVAVKITFP
LWLITAFHDK
EGHEPSIAHR
TRRYMAPEVL
MLPFEEETIGQ
WDHDAEARARLS

RGEAETRECT
ELVKKGCWLD
GPEVTYEPPP
DIHEDPGPPP
LODEKQSWQSE
GSLTDYLKGN
DFKSKNVLLEK
EGATINFQRDA
HPSLEELQEV
AGCVEERVSL

YYNANWELER
DFNCYDRQEC
TAPTLLTVLA
PSPLVGLKPL
REIFSTPGMK
TTTWNELCHV
SDLTAVIADE
FLRIDMYAMG
VVHKKMRPTI
IRRSVNGTTS

TNQSGLERCE
VATEENPQVY
YSLLPIGGLS
OLLEIKARGR
HENLLOFIAA
AETMSRGLSY
GLAVRFEPGK
LVLWELVSRC
KDHWLKHPGL
DCLVSLVTSV

0
5
501 TNVDLPPKES ST (SEQ ID NO: 4
Peptida semnal este indicata prin sublinierea cu o linie simpla iar domeniul
extracelular este indicat prin litere aldine.
Secventa de polipeptida ActRIIB extracelulara procesata (maturd) a formei

alternative A64 este dupa cum urmeaza:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSGTIELVKKGCWLDD

FNCYDROECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT  (SEQ 1D

NO: 5)

In unele cazuri, proteina poate fi produsa cu o secventa "SGR..." la capatul N-
terminal. "Coada" C-terminala al domeniului extracelular este indicata prin sublinierea
cu o linie simpla. Secventa cu "coada" deletata (o secventd A15) este dupa cum

urmeaza:
GRGEAETRECIYVYNANWELERTNOSGLERCECEQDKRLHECYASWANSSCTIELVKKGCHLDD

FNCYDRQECVATEENPQVYFCCCECNFCNERFTHLEPER (SEQ ID NO: 6)

O secventa de acid nucleic care codifica proteina precursoare de ActRIIB uman
este prezentatd mai jos (SEQ ID NO: 7), reprezentand nucleotidele 25-1560 din
secventa de referintd Genbank NM_001106.3 care codificd aminoacizii 1-513 din
precursorul de ActRIIB. Secventa asa cum este aratat prezinta o arginina in pozitia 64
si poate fi modificata pentru a prezenta in schimb o alanina. Secventa semnal este
subliniata.




51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
€01
651
7Ol
751
801
851
201
951

1001
1051
1101
11=1
1201
1251
1301
1351
1401
14571
1501

ATGACGGCGC

CCTGEGETGGC

CCTCGCCCTC

CTCTGGGGAT
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CGCTGTGCGL

CGGUTCTGGG
CCAACTGGGA
GGCGAGCAGG
TGGCACCATC
GCTACGATAG
TTCTGCTGCT
AGAGGCTGGE
CCCTGCTCAC
CTCATCGTCC
CGGTCATGTG
TGGTGGGCCT
TTTGGCTGTG
GATCTTCCCA
TCAGCACACC
GAGAAGCGAG
CCATGACAAG
GGAACGAACT
CTGCATGARAGG
TGCCCACAGG
CAGCCGTGCT
CCTCCAGGGG
TGAGGTGCTC
TTGACATGTA
AAGGCTGCAG
GATTGGCCAG

AGAAGATGAG
GCCCAGCTTT
TCGCTTGTCC
CGGTCAACGG
ACCAATGTGG

CGTGGGGAGG
GCTGGAGCGC
ACARGCGGCT
GAGCTCGTGA
GCAGGAGTGT
GTGAAGGCAA
GGCCLCGGARG
GGTGCTGGCL
TGCTGGCCTT
GACATCCATG
GAAGCCACTG
TCTGGARGGC
CTCCAGGACA
TGGCATGANG
GCTCCARACCT
GGCTCCCTCA
GTGTCATGTA
ATGTGCCCTG
GACTTTAADNA
GGCTGACTTT
ACACCCACGG
GAGGCGAGCCA
TGCCATGGGE
ACGGACCCGT
CACCCTTCGT
GCCCACCATT
GTGTGACCAT
GCGGGCTGETG
CACTACCTCG
ACCTGCCCCC

CTGAGACACG
ACCAACCAGA
GCACTGCTAC
AGARGGGCTG
GTGGCCACTG
CTTCTGCARC
TCACGTACGA
TACTCACTGC
TTGGATGTAC
AGGACCCTGG
CAGCTGCTGG
CCAGCTCATG
AGCAGTCGTG
CACCAGANCC
CCAAGCTAGAG
CGGATTACCT
GCAGAGACGA
GTGCCGETGEEC
GTAAGAATGT
GGCTTGGCTG
ACAGGTALGC
TCAACTTCCA
TTGGTGCTGT
GGATGAGTAC
TGGAGGAGCT

ABRRGATCACT
CGAGGAGTGC
TGGAGGAGCG
GACTGTCTCG
TARAGAGTCA

GGAGTGCATC
GCGGCCTGGA
GCCTCCTGGC
CTGGCTAGAT
AGGAGAARCCC
GAACGCTTCA
GCCACCCCCG
TGCCCATCGG
CGGCATCGCA
GCCTCCACCA
AGATCAAGGC
AATGACTTTG
GCAGAGTGAR
TGCTACAGTT
CTGTGGCTCA
CAAGEGGEARC
TGTCACGAGS
GAGGGCCACA
ATTGCTGAAG
TTCGATTTGA
ACGAGACGGT
GAGAGATGCC
GGGAGCTTGT
ATGCTGCCCT
GCAGGAGGTG

GGTTGAAACA
TGGGACCATG
GGTGTCCCTG
TTTCCCTGGT
AGUATC

TACTACAACG
GCGCTGCGAA
GCAACAGCTC
GACTTCAACT
CCAGGTGTAC
CTCATTTGCC
ACAGCCCCCA
GGGCCTTTCC
AGCCCCCCTA
CCATCCCCTC
TCGGGEGEEUGE
TAGCTGTCAA
CGGGAGATCT
CATTGCTGCC
TCACGGCCTT
ATCATCACAT
CCTCTCATAC
AGCCGTCTAT
AGCGACCTCA
GCCAGGGAAA
ACATGGCTCC
TTCCTGCGCA
GTCTCGCTGC
TTGALGGAAGA
GTGGTGCACA
CCCLGGCCTG
ATGCAGAGGC
ATTCGGAGGT
GACCTCTCTC

(SEQ ID NC: 7)

O secventda de acid nucleic care codifica polipeptida ActRIIB umana
extracelulara procesata este dupa cum urmeaza (SEQ ID NO: 8). Secventa asa cum
se arata prezinta o arginina in pozitia 64 si poate fi modificata pentru a prezenta in
schimb o alanina.



1
51
101
151
201
251
301

GGGCGTGGEE
GGAGCTGGAG
AGGACAAGCG
ATCGAGCTCG
TAGGCAGGAG
GCTGTGAAGG
GGGGGCCCES

AGGCTGAGAC
CGCACCARACC
GCTGCACTGC
TGAAGARGGG
TGTGTGGCCA
CAACTTCTGC
ARGTCACGTAR

ACGGGAGTGC
AGAGCGGCLT
TACGCCTCCT
CTGCTGGCTA
CTGAGGAGAR
ARCGAACGCT
CGAGCCARCCC

ATCTACTACA
GGAGCGCTGC
GGCGCAACAG
GATGACTTCA
CCCCCAGGTG
TCACTCATTT
CCGACAGCCC
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ACGCCAACTG
GAAGGCGAGC
CTCTGGCACC
ACTGCTACGA
TACTTCTGCT
GCCAGAGGCT
CCACC

(SEQ ID NO: 8)

O aliniere a secventelor de aminoacizi a domeniului extracelular al ActRIIB
uman si a domeniului extracelular al ActRIIA uman sunt ilustrate in Figura 1. Aceasta
aliniere indica reziduurile de aminoacizi din ambii receptori despre care se crede ca
intra in contact direct cu liganzii de ActRIl. De exemplu, structurile compuse ActRII au
indicat ca buzunarul de legare a ligandului ActRIIB este definit, partial, de reziduurile
Y31, N33, N35, L38 pana la T41, E47, E50, Q53 pana la K55, L57, H58, Y60, S62,
K74, W78 pana la N83, Y85, R87, A92 si E94 péana la F101. In aceste pozitii, este de
asteptat ca mutatiile conservative sa fie tolerate.

n plus, ActRIIB este bine conservat printre vertebrate, cu intinderi mari din
domeniul extracelular complet conservat. De exemplu, Figura 2 ilustreaza o aliniere a
mai multor secvente a unui domeniu extracelular ActRIIB uman comparativ cu diferiti
ortologi ActRIIB. Multi dintre liganzii care se leaga la ActRIIB sunt, de asemenea,
deosebit de conservati. in consecinta, din aceste alinieri, este posibil sa se prezica
pozitile cheie ale aminoacizilor din domeniul de legare a ligandului, care sunt
importante pentru activitatile normale de legare ActRIIB-ligand, precum si sa se prezica
pozitile aminoacizilor care sunt susceptibile de a fi tolerante la substitutie, fara a
modifica semnificativ activitati normale de legare a ActRIIB-ligand. Prin urmare, o
varianta activa de polipeptida ActRIIB umana utila in conformitate cu prezentele
metode dezvaluite poate include unul sau mai multi aminoacizi in pozitiile
corespunzatoare din secventa unui alt ActRIIB de vertebrat sau poate include un
reziduu similar celui din secvente umane sau alte vertebrate. Fara a dori sa fie
limitative, urmatoarele exemple ilustreaza aceasta abordare a definirii unei variante de
ActRIIB active. L46 din domeniul extracelular uman (SEQ ID NO: 2) este o valina in
ActRIIB de Xenopus (SEQ ID NO: 58), si astfel aceasta pozitie poate fi modificata si
optional poate fi modificata la un alt reziduu hidrofob, cum ar fi V, | sau F, sau un
reziduu nepolar, cum ar fi A. E52 din domeniul extracelular uman este un K'in Xenopus,
indicand faptul ca acest situs poate fi tolerant la o mare varietate de modificari, inclusiv
reziduuri polare, cumar fiE, D, K, R, H, S, T, P, G, Y si probabil A. T93 din domeniul
extracelular uman este un K in Xenopus, indicand faptul ca o variatie structurala larga
este tolerata in aceasta pozitie, cu reziduurile polare favorizate, cum ar fi S, K, R, E,
D, H, G, P, G si Y. F108 din domeniul extracelular uman este un Y in Xenopus, si, prin
urmare, Y sau alta grupare hidrofoba, cum arfi I, V sau L, ar trebui sa fie tolerate. E111
din domeniul extracelular uman este K in Xenopus, indicand faptul ca reziduurile cu
sarcina vor fi tolerate in aceasta pozitie, inclusiv D, R, K si H, precum si Q si N. R112
din domeniul extracelular uman este K in Xenopus, indicand faptul ca reziduurile
bazice sunt tolerate in aceasta pozitie, inclusiv R si H. A din pozitia 119 in domeniul
extracelular uman este relativ slab conservat si apare ca P la rozatoare si V la
Xenopus, astfel, in esenta, orice aminoacid ar trebui sa fie tolerat in aceasta pozitie.
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Mai mult, proteinele ActRIl au fost caracterizate in domeniu in ceea ce priveste
caracteristicile structurale si functionale, in special in ceea ce priveste legarea
ligandului [Attisano si colab. (1992) Cell 68(1):97-108; Greenwald si colab. (1999)
Nature Structural Biology 6(1): 18-22; Allendorph si colab. (2006) PNAS 103(20: 7643-
7648; Thompson si colab. (2003) The EMBO Journal 22(7): 1555-1566; precum si
Brevetele U.S. nr: 7,709,605, 7,612,041, si 7,842,663]. in plus fata de invétaturile de
aici, aceste referinte ofera indrumari ample in ceea ce priveste modul de generare a
variantelor de ActRIIB care pastreaza una sau mai multe activitati normale (de
exemplu, activitate de legare a liganzilor).

De exemplu, un motiv structural definitoriu, cunoscut sub numele de pliu de
toxina cu trei degete, este important pentru legarea ligandului de catre receptorii de tip
| si tip Il si este format din reziduuri de cisteina conservate situate in pozitii diferite in
cadrul domeniului extracelular al fiecarui receptor monomeric [Greenwald si colab.
(1999) Nat Struct Biol 6:18-22; si Hinck (2012) FEBS Lett 586:1860-1870]. in
consecinta, domeniile de legare ale ligandului de nucleu ale ActRIIB uman, asa cum
sunt delimitate de cele mai din exterior dintre aceste cisteine conservate, corespund
pozitilor 29-109 din SEQ ID NO: 1 (precursor de ActRIIB). Aminoacizii mai putin
ordonati structural care inconjoara aceste secvente de nucleu delimitate de cisteina
pot fi trunchiate de 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27 sau 28 reziduuri la capatul N-terminal si/sau 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 sau 22 reziduuri la capatul C-terminal
fara a modifica in mod necesar legarea ligandului. Domeniile extracelulare ActRIIB
exemplare pentru trunchierea N-terminala si/sau C-terminala includ SEQ ID NO: 2, 3,
5 si 6.

Attisano si colab. a aratat ca o deletie a nodului prolinei la capatul C-terminal al
domeniului extracelular al ActRIIB a redus afinitatea receptorului pentru activina. O
proteina de fuziune ActRIIB-Fc contindnd aminoacizi 20-119 din prezenta SEQ ID NO:
1, "ActRIIB (20-119) -Fc", a redus legarea la GDF11 si activina in raport cu un ActRIIB
(20-134)-Fc, care include regiunea nodului prolinei si domeniul juxtamembranar
complet (vezi, de exemplu, Brevetul U.S. Nr. 7,842,663). Cu toate acestea, o proteina
ActRIIB (20-129)-Fc pastreaza o activitate similara, dar oarecum redusa, in raport cu
tipul salbatic, chiar daca regiunea nodului prolinei este intrerupta.

Astfel, domeniile extracelulare ActRIIB care se opresc la aminoacizii 134, 133,
132, 131, 130 si 129 (fata de SEQ ID NO: 1) sunt toate de asteptat sa fie active, dar
constructii care se opresc la 134 sau 133 pot fi cei mai activi. Similar, mutatiile la oricare
dintre reziduurile 129-134 (fata de SEQ ID NO: 1) nu sunt de asteptat sa modifice
afinitatea de legare a ligandului cu margini mari. in sustinerea acestui fapt, se cunoaste
in domeniu ca mutatile P129 si P130 (fatd de SEQ ID NO: 1) nu scad substantial
legarea ligandului. Prin urmare, o polipeptida ActRIIB conform prezentei dezvaluiri se
poate termina incad de la aminoacidul 109 (cisteina finala), totusi, formele care se
termina cu sau intre 109 si 119 (de exemplu, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117, 118, sau 119) se asteapta sa aiba o legare redusa a ligandului. Aminoacidul 119
(in raport cu prezenta SEQ ID NO: 1) este slab conservat si astfel este usor de
modificat sau trunchiat. Polipeptidele ActRIIB care se termina la 128 (fata de SEQ ID
NO: 1) sau mai tarziu ar trebui sa pastreze activitatea de legare a ligandului.
Polipeptidele ActRIIB care se termina la sau intre 119 si 127 (de exemplu, 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, sau 127), fata de SEQ ID NO: 1, vor avea o capacitate
de legare intermediara. Oricare dintre aceste forme poate fi de dorit sa se utilizeze, in
functie de unitatea clinica sau experimentala.
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La capatul N-terminal al ActRIIB, este de asteptat ca o proteina care incepe la
aminoacidul 29 sau inainte (fata de SEQ ID NO: 1) sa pastreze activitatea de legare a
ligandului. Aminoacidul 29 reprezinta cisteina initiala. O mutatie alaninad-asparagina in
pozitia 24 (fata de SEQ ID NO: 1) introduce o secventa de glicozilare N-legata fara a
afecta substantial legarea ligandului [Brevet U.S. Nr. 7,842,663]. Aceasta confirma
faptul ca mutatiile din regiunea dintre peptida de clivaj a semnalului si regiunea
reticulatd de cisteina, corespunzatoare aminoacizilor 20-29, sunt bine tolerate. In
special, polipeptidele ActRIIB incepand de la pozitiile 20, 21, 22, 23 si 24 (fata de SEQ
ID NO: 1) ar trebui sa pastreze activitatea generala de legare a ligandului, iar
polipeptidele ActRIIB incepand de la pozitiile 25, 26, 27, 28, si 29 (fata de SEQ ID NO:
1) este de asteptat, de asemenea, sa pastreze activitatea de legare a ligandului S-a
demonstrat, de exemplu, U.S. Patent No. 7,842,663, ca, surprinzator, un construct de
ActRIIB incepand cu 22, 23, 24 sau 25 va avea cea mai mare activitate.

Luata impreuna, o formula generala pentru o portiune activa (de exemplu,
portiunea de legare a ligandului) din ActRIIB cuprinde aminoacizii 29-109 din SEQ ID
NO: 1. Prin urmare, polipeptidele ActRIIB pot, de exemplu, sa cuprinda, consta in
esenta sau consta din o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
sau 100% identica cu o portiune din ActRIIB incepand cu un reziduu corespunzator
oricaruia dintre aminoacizii 20-29 (de exemplu, incepand cu oricare dintre aminoacizii
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29) din SEQ ID NO: 1 si care se termina intr-o
pozitie corespunzatoare oricarui dintre aminoacizii 109-134 (de exemplu, care se
termina la oricare dintre aminoacizii 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 sau 134)
din SEQ ID NO: 1. Alte exemple includ polipeptide care incep intr-o pozitie de la 20 la
29 (de exemplu, oricare dintre pozitille 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29) sau
21-29 (de exemplu, oricare dintre pozitile 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29) din
SEQ ID NO: 1 si se termina intr-o pozitie cuprinsa intre 119-134 (de exemplu, oricare
dintre pozitile 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132,
133 sau 134), 119-133 (de exemplu, oricare dintre pozitile 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 sau 133), 129-134 (de exemplu, oricare
dintre pozitile 129, 130, 131, 132, 133 sau 134) sau 129-133 (de exemplu, oricare
dintre pozitile 129, 130, 131, 132 sau 133) din SEQ ID NO: 1. Alte exemple includ
constructii care incep de la o pozitie de la 20 la 24 (de exemplu, oricare dintre pozitiile
20, 21, 22, 23 sau 24), 21-24 (de exemplu, oricare dintre pozitile 21, 22, 23 sau 24)
sau 22-25 (de exemplu, oricare dintre pozitille 22, 22, 23 sau 25) din SEQ ID NO: 1 si
se termina intr-o pozitie de la 109-134 (de exemplu, oricare dintre pozitiile 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133 sau 134), 119-134 (de exemplu, oricare dintre pozitiile
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 sau 134)
sau 129-134 (de exemplu, oricare dintre pozitiile 129, 130, 131, 132, 133 sau 134) din
SEQ ID NO: 1. Sunt avute in vedere si variante din cadrul acestor intervale, in special
cele care cuprind, constau in principal din sau constau dintr-o secventa de aminoacizi
care are la cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98 %, 99% sau 100% identitate cu portiunea
corespunzatoare din SEQ ID NO: 1.

Variatiile descrise aici pot fi combinate in diferite moduri. In unele cazuri,
variantele de ActRIIB cuprind nu mai mult de 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sau 15 modificari
conservative de aminoacizi in buzunarul de legare a ligandului, optional zero, una sau
mai multe modificari neconservative la pozitii 40, 53, 55, 74, 79 si/sau 82 in buzunarul
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de legare a ligandului. Situsurile din afara buzunarului de legare, la care variabilitatea
poate fi deosebit de bine tolerata, includ amino si carboxi terminale ale domeniului
extracelular (asa cum s-a mentionat mai sus) si pozitiile 42-46 si 65-73 (fata de SEQ
ID NO: 1). O modificare asparagina-la-alanina la pozitia 65 (N65A) nu pare sa scada
legarea ligandului in fundalul R64 [Brevet U.S. nr. 7,842,663]. Aceasta modificare
elimina probabil glicozilarea la N65 in fundalul A64, demonstrand astfel ca este
probabil sa fie toleratad o schimbare semnificativa in aceasta regiune. Desi o schimbare
R64A este slab tolerata, R64K este bine tolerata si, prin urmare, un alt reziduu de baza,
cum ar fi H, poate fi tolerat in pozitia 64 [Brevet U.S. nr. 7,842,663]. in plus, rezultatele
programului de mutageneza descris in domeniu indica faptul ca exista pozitii de
aminoacizi in ActRIIB care sunt adesea benefice pentru conservare. Fata de SEQ ID
NO: 1, aceasta include pozitia 80 (aminoacid acid sau hidrofob), pozitia 78 (hidrofob
si, in special, triptofan), pozitia 37 (acid, in special acid aspartic sau glutamic), pozitia
56 (aminoacid bazic), pozitia 60 (aminoacid hidrofob, in special fenilalanina sau
tirozina). Astfel, dezvaluirea oferd un cadru de aminoacizi care pot fi conservati in
polipeptidele ActRIIB. Alte pozitii care pot fi de dorit sa fie conservate sunt urmatoarele:
pozitia 52 (aminoacid acid), pozitia 55 (aminoacid bazic), pozitia 81 (acid), 98 (polar
sau cu sarcina, in special E, D, R sau K), totul fata de SEQ ID NO: 1.

S-a demonstrat anterior ca adaugarea unui alt situs de glicozilare legat de N (N-
X-S/T) in domeniul extracelular ActRIIB este bine tolerata (vezi, de exemplu, Brevetul
U.S. nr. 7,842,663). Prin urmare, secventele N-X-S/T pot fi introduse in general in
pozitii in afara buzunarului de legare a ligandului definit in Figura 1 in polipeptida
ActRIIB din prezenta dezvaluire. Situsurile deosebit de adecvate pentru introducerea
secventelor N-X-S/T neendogene includ aminoacizii 20-29, 20-24, 22-25, 109-134,
120-134 sau 129-134 (fatéd de SEQ ID NO: 1). Secventele N-X-S/T pot fi, de asemenea,
introduse in linkerul dintre secventa de ActRIIB si un domeniu Fc sau alta componenta
de fuziune, precum si optional in componenta de fuziune insasi. Un astfel de situs
poate fi introdus cu un efort minim prin introducerea unui N in pozitia corecta in raport
cu un S sau T preexistente sau prin introducerea unui S sau T intr-o pozitie
corespunzatoare unui N preexistent. Astfel, modificarile dorite care ar crea un situs de
glicozilare legat de N sunt: A24N, R64N, S67N (posibil combinat cu o modificare
N65A), E105N, R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S si R112T (fata de SEQ
ID NO: 1). Orice S care este prezis a fi glicozilat poate fi modificat la un T fara a crea
un situs imunogen, datoritd protectiei oferite de glicozilare. Similar, orice T care se
prezice a fi glicozilat poate fi modificat la un S. Astfel, sunt avute in vedere modificarile
S67T si S44T (fata de SEQ ID NO: 1). La fel, intr-o varianta A24N, poate fi utilizata o
modificare S26T. In consecinta, o polipeptidd ActRIIB conform prezentei dezvaluiri
poate fi o varianta avand una sau mai multe secvente consensuale de glicozilare N-
legate neendogene, asa cum este descris mai sus.

In anumite cazuri, dezvaluirea se referé la antagonisti (inhibitori) GDF/BMP care
cuprind o polipeptida ActRIIB, care include fragmente, variante functionale si forme
modificate ale acestora, precum si utilizari ale acestora (de exemplu, tratarea sau
prevenirea PH sau a uneia sau mai multor complicatii asociate cu PH). De preferinta,
polipeptidele ActRIIB sunt solubile (de exemplu, cuprind un domeniu extracelular al
ActRIIB). In unele cazuri, polipeptidele ActRIIB antagonizeaza activitatea (de exemplu,
semnalizarea Smad) a unuia sau mai multor liganzi GDF/BMP [de exemplu, GDF11,
GDF8, activina (activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3,
BMP15 si BMP10]. Prin urmare, in unele cazuri, polipeptidele ActRIIB se leaga la unul
sau mai multi liganzi GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDF8, activina (activina A,
activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP15 si BMP10]. in
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unele cazuri, polipeptidele ActRIIB din dezvaluire cuprind, constau in esentd sau
constau dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu o portiune din ActRIIB incepand cu un reziduu corespunzator
aminoacizilor 20-29 (de exemplu, incepand cu oricare dintre aminoacizii 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29) din SEQ ID NO: 1 si se termina intr-o pozitie
corespunzatoare aminoacizilor 109-134 (de exemplu, care se termina cu oricare dintre
aminoacizii 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117,118, 119, 120, 121, 122, 123,
124,125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 sau 134) din SEQ ID NO: 1. in unele
cazuri, polipeptidele ActRIIB cuprind, constau sau constau in esenta dintr-o secventa
de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
aminoacizii 29-109 din SEQ ID NO: 1. in unele cazuri, polipeptidele ActRIIB din
dezvaluire cuprind, constau sau constau in esenta dintr-o secventa de aminoacizi care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizi 29-109 din SEQ ID
NO: 1, in care pozitia corespunzatoare L79 din SEQ ID NO: 1 este un aminoacid acid
(aminoacizi acizi D si E naturali sau un aminoacid acid artificial). In anumite cazuri,
polipeptidele ActRIIB din dezvaluire cuprind, constau sau constau in esenta dintr-o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
aminoacizi 25-131 din SEQ ID NO: 1. In anumite cazuri, polipeptidele ActRIIB din
dezvaluire cuprind, constau sau constau in esenta dintr-o secventa de aminoacizi care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizi 25-131 din SEQ ID
NO: 1, in care pozitia corespunzatoare L79 din SEQ ID NO: 1 este un aminoacid acid.
In unele cazuri, polipeptida ActRIIB din dezvaluire cuprinde, constd sau consta in
esenta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identica cu secventa de aminoacizi a oricaruia dintre SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 40,
42, 45, 46, 47, 48, 69, 74, 77, 78, 79, 108, 110, 114, 115, 118 si 120. in unele cazuri,
polipeptida ActRIIB din dezvaluire cuprinde, consta sau consta in esenta dintr-o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi a oricareia dintre SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 40, 42, 45, 46,
47, 48, 69, 74, 77, 78, 79, 108, 110, 114, 115, 118 si 120, in care pozitia
corespunzatoare L79 din SEQ ID NO: 1 este un aminoacid acid. in unele cazuri,
polipeptidele ActRIIB din dezvaluire cuprind, constau sau constau in esenta din cel
putin o polipeptida ActRIIB in care pozitia corespunzatoare L79 din SEQ ID NO: 1 nu
este un aminoacid acid (adica nu este unul dintre aminoacizii acizi D sau E naturali
sau un reziduu de aminoacid acid artificial).

in anumite cazuri, prezenta dezvéluire se referd la polipeptide ActRIIA. Asa cum
se utilizeaza aici, termenul "ActRIIA" se refera la o familie de proteine receptoare de
activina tip IIA (ActRIIA) din orice specie si variante derivate din astfel de proteine
ActRIIA prin mutageneza sau alta modificare. Referirea la ActRIIA de aici este
inteleasa a fi o referire la oricare dintre formele identificate in prezent. Membrii familiei
ActRIIA sunt, in general, proteine transmembranare, compuse dintr-un domeniu
extracelular care leaga ligandul cuprinzand o regiune bogata in cisteina, un domeniu
transmembranar si un domeniu citoplasmatic cu activitate prezisa de serin/treonin
kinaza.
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Termenul "polipeptida ActRIIA" include polipeptide care cuprind orice
polipeptida naturald a unui membru al familiei ActRIIA precum si orice variante ale
acestuia (inclusiv mutanti, fragmente, fuziuni si forme peptidomimetice) care pastreaza
o activitate utila. Exemple de astfel de variante de polipeptide ActRIIA sunt redate pe
parcursul prezentei dezvaluiri, precum si in Publicatia cererii internationale de brevet
nr. WO 2006/012627 si WO 2007/062188. Numerotarea aminoacizilor pentru toate
polipeptidele inrudite cu ActRIIA descrise aici se bazeaza pe numerotarea secventei
de proteine precursoare ActRIIA umana redata mai jos (SEQ ID NO: 9), cu exceptia
cazului in care este specificat altfel.

Secventa de proteine precursoare de ActRIIA umana canonica este dupa cum
urmeaza:

1 MGAAAKLAFA VFLISCSSGA ILGRSETQEC

bl
101
151
201
251
301
351
401
451
501

YGDKDKRRHC
YFCCCEGNMC
AGIVICAFWV
GRFGCVWEAQ
GAEKRGTSVD
AYLHEDIPGL
KSAGDTHGQV
CTAADGPVDE
MAMLCETIEE

VINVDEFPPKE

FATWKNISGS
NEKFSYFPEM
YRHHKMAYPP
LLNEYVAVKI
VDLWLITAFH
KDGHKPAISH
GTRRYMAPEV
YMLPFEEEIG
CWDHDAEARL

SSL

(SEQ ID NO:

IEIVKQGCWL
EVTQPTSNFV
VLVPTQDEPGPE
FPIQDEQSWQ
EKGSLSDFLK
RDIKSKNVLL
LEGAINFQCRD
QHPSLEDMOQE
SAGCVGERIT
9)

LEFNANWEKD
DDINCYDRTD
TPKPPYYNIL
FPPPSPLLGLE
NEYEVYSLPG
ANVVSWNELC
ENNLTACIAD
AFLRIDMYAM
VVVHEEKERPVY

OMORLTNTIIT

RTNQTGVEPC
CVEKKDSPEV
LYSLVPLMLI

LOLLEVKAR
MKHENILQFI
HIAETMARGL
FGLALKFEAG
GLVLWELASR
LRDYWQKHAG

TEDIVTVYTM

Peptida semnal este indicata prin sublinierea cu o linie_simpla; domeniul
extracelular este indicat cu litere aldine; si potentialele situsuri de glicozilare N-legate
endogene sunt indicate prin sublinierea dubla.

Secventa polipeptidica ActRIIA extracelulara umana procesata (matura) este

dupa cum urmeaza:
TLGRSETQRECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKN I SGSTE TVKQGCWLDD

INCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNERKESYFPEMEVTOPTSNPVIPKPE  (SEQ ID

NO: 10)
"Coada" C-terminala a domeniului extracelular este indicata prin sublinierea cu

o linie simpla. Secventa cu "coada" deletata (o secventa A15) este dupa cum urmeaza:
I LGRSETQECLFFNANWEKDRTNOTGVEPCYGDKDKRRECFATWKNI SGSIEIVKQGCWLDD

TNCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM (SEQ TD NO: 11)

Secventa de acid nucleic care codifica proteina precursare de ActRIIA umana
este prezentata mai jos (SEQ ID NO: 12), dupa cum urmeaza nucleotidele 159-1700
din secventa de referinta Genbank NM_001616.4. Secventa semnalului este
subliniata.




ra

101
151
z01
251
301
351
401
451
501
551

601

[@x]
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12}

ATGGGAGCTG

CTGCARAGTT

GGCGTTTGCC

GTCTTICTTA
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TCTCCTGTTC

TTCAGGTGCT
ATGCTAATTG
TATGGTGACA
TTCTGGTTCC

WCTGCTATGA
TATTTTTGTT
TCCGGAGATG
CACCCTATTA
GCGGGGATTG
CTACCCTCCT
CTCCATTACT
GGAAGATTTG
TGTCAAAATA
AAGTCTACAG
GGTGCAGAAR
AGCATTTCAT
TCTCTTGGAR
GCATATTTAC
CATATCTCAC

TGACAGCTTG
AAGTCTGCAG

TCCAGAGGTA
GGATAGATAT
TGTACTGCTG
GGARATTGGC
ATABARRARARAR
ATGGCAATGC
AGUCAGGTTA
GACTAACARD
GTGACARATG

ATACTTGGTA
CGAAAAAGALC
BAGATARMCG
ATTGAAATAG
CAGGACTGAT
GCTGETGAGGG
GARGTCACAC
CARCATCCTG
TCATTTGTGC
GTACTTGTTC
AGCTTTGAALR
GTTGTGTCTG
TTTCCAATAC
TTTGCCTGGA
ARCGAGGCAC
GARBAGGGTT
TGARCTGTGT
ATGAGGATAT
AGGGACATCA

CATTGCTGAC
GCGATACCCA

TTAGAGGGTG
GTATGCCATG
CAGATGGACC
CAGCATCCAT

GAGGCCTGTT

~m
CTGT

T CRAAMC
TCAGCTGGAT
TATTATTACC

TTGACTTTCC

GATCAGANAC
AGAACCAATC
GCGGCATTGT
TGRARCARGG
TCTGTAGRAR
CAATATGETGET
AGCCCACTTC
CTCTATTCCT
ATTTTGGGTG
CARCTCAAGA
CCACTGCAGT
GARAGCCCAG
AGGACAARACA
ATGAAGCATG
CAGTGTTGAT
CRCTATCAGA
CATATTGCAG
ACCTGGCCTA
ARRGTAADAA

TTTGGGTTGG
TGGACAGGTT

CTATAAACTT
GGATTAGTCC
TCTAGATGAR
CTCTTGAAGA
TTAARGAGATT
CATTGARGRA
GTGTAGGTGA
ACRCAGGACA
TCCCAAAGAR

(extracelulara) procesata este dupa cum urmeaza:

TCAGGAGTGT
AAACTGGTGT
TTTGCTACCT
TTGTTGGCTG
ARRRAGACAG
ANTGAANAGT
AAATCCAGTT
TGETGCCACT
TACAGGCATC
CCCAGGACCA
TATTAGAAGT
TTGCTTAACG
GTCATGGCAA
AGAACATATT
GTGGATCTTT
CTTTCTTAAG
ARACCATGGC
ARAGATGGCC
TGTGCTGT TG

CCTTARAATT
GGTACCCGGA

CCARAGGGAT
TATGGGAACT
TACATGTTGC
CATGCAGGAR
ATTGGCAGRA
TGTTGGGATC
ARGAATTACC
TTGTAACRAGT
TCTAGTCTA

CTTTTCTTTA
TGAACCGTGT
GGARAGARATAT
GATGATATCA
CCCTGAAGTA
TTTCTTATTT
ACACCTAAGC
TATGTTAATT
ACARRGATGGC
CCCCCACCTT
CARAGCRAG

AATATGTGGC
AATCEAATACG
ACAGTTCATT
GGCTGATCAC
GCTAATGTG

TAGAGGATTG
ACAANCCTGC
AARANCRACC

TGAGGUTGGC
GGTACATGGC

GCATTTTTGA
GGCTTCTCGC
CATTTGAGGA
GITGTTGTGC
ACATGCTGGA
ACGRCGCAGA
CAGATGCAGA
GGTCACAATG
(SEQ ID NO:

Secventa de acid nucleic care codifica polipeptida ActRIIA umana solubila



1

[y
~

101
151
201
251

ATACTTGGTA
GGAAARAGAC
ARGATAAAMCG
ATTGARATAG
CARGGACTGAT

GATCAGARAC TCAGGAGTGT
AGRACCAATC ARACTGGTGT
GCGGCATTGCT TTTGCTACCT
TGAARCARGG TTGTTGGCTG
TGTGTAGARAA ARABARGACAG
CAATATGTGT ARTGAARNAGT

CTTTTCTTTA
TGAACCGTGT
GGAAGAATAT
GATGATATCA
CCCTGARAGTA
TTTCTTATTT
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ATGCTAATTG
TATGGTGACA
TTCTGGTTCC
ACTGCTATGA
TATTTTTGTT
TCCGGAGATG

301 GAAGTCACAC

NO:13)

ActRIIA este bine conservat printre vertebrate, cu intinderi mari ale domeniului
extracelular complet conservate. De exemplu, Figura 3 ilustreaza o aliniere de mai
multe secvente ale unui domeniu extracelular ActRIIA uman comparativ cu diferiti
ortologi de ActRIIA. Multi dintre liganzii care se leaga la ActRIIA sunt, de asemenea,
deosebit de conservati. in consecinta, din aceste alinieri, este posibil sa se prezica
pozitile cheie ale aminoacizilor din domeniul de legare a ligandului care sunt
importante pentru activitatile normale de legare ale ActRIIA-ligand, precum si sa se
prezica pozitile aminoacizilor care sunt susceptibile de a fi tolerante la substitutie fara
a modifica semnificativ activitati normale de legare ActRIIA-ligand. Prin urmare, o
varianta activa de polipeptida ActRIIA umana utila in conformitate cu prezentele
metode dezvaluite poate include unul sau mai multi aminoacizi in pozitiile
corespunzatoare din secventa unui alt ActRIIA de vertebrata sau poate include un
reziduu similar celei de la om sau alte secvente de vertebrate.

Fara a insemna ca sunt limitative, urmatoarele exemple ilustreaza aceasta
abordare a definirii unei variante de ActRIIA active. Asa cum este ilustrat in Figura 3,
F13 in domeniul extracelular uman este Y in ActRIIA de Ovis aries (SEQ ID NO. 62),
Gallus gallus (SEQ ID NO: 65), Bos Taurus (SEQ ID NO: 66), Tyto alba (SEQ ID NO:
67) si Myotis davidii (SEQ ID NO: 68), indicand faptul ca reziduurile aromatice sunt
tolerate in aceasta pozitie, inclusiv F, W si Y. Q24 in domeniul extracelular uman este
R in ActRIIA de Bos Taurus, indicand ca reziduurile cu sarcina vor fi tolerate in aceasta
pozitie, inclusiv D, R, K, H si E. S95 in domeniul extracelular uman este F in ActRIIA
de Gallus gallus si Tyto alba, indicand faptul ca acest situs poate fi tolerant la o mare
varietate de modificari, inclusiv reziduuri polare, cumarfiE, D, K, R, H, S, T, P, G, Y
si probabil reziduuri hidrofobe precum L, | sau F. E52 in domeniul extracelular uman
este D in ActRIIA de Ovis aries, indicand faptul ca reziduurile acide sunt tolerate in
aceasta pozitie, inclusiv D si E. P29 in domeniul extracelular uman este relativ slab
conservat, aparand ca S in ActRIIA de Ovis aries si L in ActRIIA de Myotis davidii,
deci, in esenta, orice aminoacid ar trebui tolerat in aceasta pozitie.

Mai mult, asa cum s-a discutat mai sus, proteinele ActRIl au fost caracterizate
in domeniu Tn ceea ce priveste caracteristicile structurale/functionale, in special in
ceea ce priveste legarea ligandului [Attisano si colab. (1992) Cell 68(1):97-108;
Greenwald gi colab. (1999) Nature Structural Biology 6(1): 18-22; Allendorph si colab.
(2006) PNAS 103(20: 7643-7648; Thompson si colab. (2003) The EMBO Journal
22(7): 1555-1566; precum si Brevete U.S. nr.: 7,709,605, 7,612,041, si 7,842,663]. in
plus fatd de invataturile de aici, aceste referinte ofera o ghidare ampla in ceea ce
priveste modul de generare a variantelor de ActRIl care pastreaza una sau mai multe
activitati dorite (de exemplu, activitatea de legare a liganzilor).

De exemplu, un motiv structural definitoriu, cunoscut sub numele de pliu de
toxine cu trei degete, este important pentru legarea ligandului de catre receptorii de tip
| si tip Il si este format din reziduuri de cisteina conservate localizate in pozitii diferite

AGCCCACTTC AAATCCAGTT ACACCTAAGC CACCC(SEQ ID
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in cadrul domeniului extracelular al fiecarui receptor monomeric [Greenwald si colab.
(1999) Nat Struct Biol 6:18-22; si Hinck (2012) FEBS Lett 586:1860-1870]. in
consecinta, domeniile de nucleu de legare ale ligandului ale ActRIIA umana, asa cum
sunt delimitate de cele mai exterioare dintre aceste cisteine conservate, corespund
pozitiilor 30-110 din SEQ ID NO: 9 (precursor ActRIIA). Prin urmare, aminoacizii mai
putin ordonati din punct de vedere structural care inconjoara aceste secvente de
nucleu delimitate de cisteina pot fi trunchiate cu aproximativ 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 sau 29 de reziduuri
la capatul N-terminal si cu aproximativ 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 sau 25 reziduuri la capatul C-terminal fara a modifica
in mod necesar legarea ligandului. Trunchierile exemplare ale domeniilor extracelulare
de ActRIIA includ SEQ ID NO: 10 si 11.

In consecinta, o formuld generala pentru o portiune activa (de exemplu, legarea
ligandului) a ActRIIA este o polipeptida care cuprinde, consta in esenta sau consta din
aminoacizii 30-110 din SEQ ID NO: 9. Prin urmare, polipeptidele ActRIIA pot, de
exemplu, cuprinde, consta in esenta sau consta dintr-o secventa de aminoacizi care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu o portiune din ActRIIA
incepand cu un reziduu corespunzator oricaruia dintre aminoacizii 21-30 (de exemplu,
care incep cu oricare dintre aminoacizii 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30) din
SEQ ID NO: 9 si se termina intr-o pozitie corespunzatoare oricarui aminoacid 110-135
(de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134 sau 135) din SEQ ID NO: 9. Alte exemple includ constructi care incep
dintr-o pozitie selectata intre 21-30 (de exemplu, incepand de la oricare dintre
aminoacizii 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30), 22-30 (de exemplu, incepand de
la oricare dintre aminoacizii 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30), 23-30 (de exemplu,
incepand de la oricare dintre aminoacizii 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30), 24-30 (de
exemplu, incepand cu oricare dintre aminoacizii 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30) din SEQ
ID NO: 9, si se termina intr-o pozitie selectata dintre 111-135 (de exemplu, care se
termina la oricare dintre aminoacizii 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134 sau 135), 112-
135 (de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 112, 113, 114, 115, 116,
117,118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133,
134 sau 135), 113-135 (de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134 sau 135), 120-135 (de exemplu, care se termina la oricare dintre
aminoacizii 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134
sau 135), 130-135 (de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 130, 131,
132, 133, 134 sau 135), 111-134 (de exemplu, care se termina la oricare dintre
aminoacizii 110, 111, 112,113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 sau 134), 111-133 (de exemplu, care se
termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119,
120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 sau 133), 111-132
(de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131
sau 132) sau 111-131 (de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 110,
111,112,113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129, 130 sau 131) din SEQ ID NO: 9. Sunt avute in vedere si variante din aceste
intervale, in special cele care cuprind, constau in principal din sau constau dintr-o
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secventa de aminoacizi care are cel putin 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate cu
partea corespunzatoare din SEQ ID NO: 9. Astfel, in unele cazuri, o polipeptida ActRIIA
poate cuprinde, consta in esenta sau consta dintr-o polipeptida care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizii 30-110 din SEQ ID NO: 9 Optional,
polipeptidele ActRIIA cuprind o polipeptida care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
sau 100% identica cu aminoacizii 30-110 din SEQ ID NO: 9 si care nu contine mai mult
de 1, 2, 5, 10 sau 15 modificari conservative de aminoacizi in buzunarul de legare a
ligandului.

In anumite cazuri, dezvaluirea se refera la antagonisti (inhibitori) de GDF/BMP
care cuprind o polipeptida ActRIIA, care include fragmente, variante functionale si
forme modificate ale acestora, precum si utilizari ale acestora (de exemplu, cresterea
unui raspuns imun la un pacient care are nevoie de acesta si tratarea cancerului). De
preferinta, polipeptidele ActRIIA sunt solubile (de exemplu, un domeniu extracelular al
ActRIIA). Tn unele cazuri, polipeptidele ActRIIA inhib& (de exemplu, semnalizare Smad)
a unuia sau mai multor liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDF8, activina
(activina A, activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP15 si/sau
BMP10]. In unele cazuri, polipeptidele ActRIIA se leaga la unul sau mai multi liganzi
de GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDF8, activina (activina A, activina B, activina AB,
activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP15 si/sau BMP10]. In unele cazuri,
polipeptida ActRIIA din dezvaluire cuprinde, consta in principal sau consta dintr-o
secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
o portiune din ActRIIA incepand cu un reziduu corespunzator aminoacizilor 21-30 (de
exemplu, incepand cu oricare dintre aminoacizii 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau
30) din SEQ ID NO: 9 si se termina intr-o pozitie corespunzatoare oricarui aminoacid
110-135 (de exemplu, care se termina la oricare dintre aminoacizii 110, 111, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134 sau 135) din SEQ ID NO: 9. in unele cazuri, polipeptidele ActRIIA
cuprind, constau sau constau in esenta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel
putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizii 30-110 din SEQ ID NO:
9. Tn anumite cazuri, polipeptidele ActRIIA cuprind, constau sau constau in esenta
dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
cu aminoacizii 21-135 din SEQ ID NO: 9. n unele cazuri, polipeptidele ActRIIA cuprind,
constau sau constau in esenta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 97%,
98%, 99% sau 100% identica cu secventa de aminoacizi a oricareia din SEQ ID NO:
9,10, 11, 32, 36 si 39.

In anumite cazuri, prezenta dezvaluire se refera la polipeptide capcand GDF
(denumite si "capcane de GDF"). In unele cazuri, capcanele de GDF conform prezentei
dezvaluiri sunt variante de polipeptide ActRIl (de exemplu, polipeptide ActRIIA si
ActRIIB) care cuprind una sau mai multe mutatii (de exemplu, aditii, deletii, substitutii
de aminoacizi si combinatii ale acestora) in domeniul extracelular (denumit si domeniul
de legare a ligandului) al unei polipeptide ActRIl (de exemplu, o polipeptida ActRIl "de
tip salbatic" sau nemodificata) astfel incat varianta de polipeptida de ActRII are una
sau mai multe activitati de legare a ligandului modificate fata de polipeptida ActRIl de
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tip salbatic corespunzitoare. in cazuri preferate, polipeptidele capcand de GDF
conform prezentei dezvaluiri pastreaza cel putin o activitate similara cu o polipeptida
ActRII de tip salbatic corespunzatoare. De exemplu, capcanele de GDF preferabile se
leaga si inhiba (de exemplu. antagonizeaza) functia GDF11 si/sau GDF8. in unele
cazuri, capcanele de GDF conform prezentei dezvaluiri se leaga si inhiba in continuare
unul sau mai multi dintre liganzii GDF/BMP. in consecinta, prezenta dezvaluire reda
polipeptide capcana GDF care au o specificitate de legare modificata pentru unul sau
mai multi liganzi ai ActRIL.

Pentru ilustrare, pot fi selectate una sau mai multe mutatii care cresc
selectivitatea domeniului modificat de legare a ligandului pentru GDF11 si/sau GDF8
peste unul sau mai multi liganzi care leaga ActRIl, cum ar fi activinele (activina A,
activina B, activina AB modificat, activina C, si/sau activina E), in special activina A.
Optional, domeniul de legare a ligandului are un raport al Ka pentru legarea activinei la
Kd pentru legarea GDF11 si/sau GDF8 care este cel putin de 2-, 5-, 10-, 20-, 50-, 100-
sau chiar 1000-de ori mai mare fatd de raportul pentru domeniul de tip salbatic de
legare a ligandului. Optional, domeniul modificat de legare a ligandului are un raport al
ICso pentru inhibarea activinei la ICso pentru inhibarea GDF11 si/sau GDF8 care este
cel putin de 2-, 5-, 10-, 20-, 50-, 100- sau chiar 1000-de ori mai mare decat domeniul
de legare a ligandului de tip salbatic. Optional, domeniul modificat de legare a
ligandului inhiba GDF11 si/sau GDF8 cu un ICso de cel putin de 2-, 5-, 10-, 20-, 50-,
100- sau chiar 1000-de ori mai mic decat ICso pentru inhibarea activinei.

Reziduuri de aminoacizi ale proteinelor ActRIIB (de exemplu, E39, K55, Y60,
K74, W78, L79, D80 si F101 fatd de SEQ ID NO: 1) se afla in buzunarul de legare a
ligandului ActRIIB si ajuta la legarea mediata la liganzii sai, inclusiv, de exemplu,
activina A, GDF11 si GDF8. Astfel, prezenta dezvaluire reda polipeptide capcana GDF
care cuprind un domeniu modificat de legare a ligandului (de exemplu, un domeniu de
legare GDF8/GDF11) al unui receptor ActRIIB care cuprinde una sau mai multe mutatii
la acele resturi de aminoacizi.

Ca un exemplu specific, reziduul de aminoacizi incarcat pozitiv Asp (D80) al
domeniului de legare a ligandului din ActRIIB poate fi mutat la un alt reziduu de
aminoacizi pentru a produce o polipeptida capcana GDF care se leaga preferential la
GDF8, dar nu la activina. De preferinta, reziduul D80 fata de SEQ ID NO: 1 se schimba
intr-un reziduu de aminoacid selectat din grupul format din: un reziduu de aminoacid
fara sarcina, un reziduu de aminoacid negativ si un reziduu de aminoacid hidrofob. Ca
un alt exemplu specific, reziduul hidrofob L79 din SEQ ID NO: 1 poate fi modificat
pentru a conferi proprietati modificate de legare la activina-GDF11/GDF8. De exemplu,
o substitutie L79P reduce legarea GDF11 intr-o masura mai mare decéat legarea
activinei. In schimb, nlocuirea L79 cu un aminoacid acid [un acid aspartic sau acid
glutamic; o substitutie L79D sau o L79E] reduce foarte mult afinitatea de legare a
activinei A, pastrand in acelasi timp afinitatea de legare a GDF11. n cazuri exemplare,
metodele descrise aici utilizeaza o polipeptida capcana de GDF care este o varianta
de polipeptida ActRIIB cuprinzand un aminoacid acid (de exemplu, D sau E) in pozitia
corespunzatoare pozitiei 79 din SEQ ID NO: 1, optional in combinatie cu una sau mai
multe substitutii, aditii sau deletii suplimentare de aminoacizi.

in anumite cazuri, dezvaluirea se referd la polipeptide ALK4 si utilizarile
acestora. Asa cum se utilizeaza aici, termenul "ALK4" se refera la o familie de proteine
kinaza-4 asemanatoare receptorului de activina din orice specie si variante derivate
din astfel de proteine ALK4 prin mutageneza sau alta modificare. Referirea la ALK4
aici este inteleasa ca fiind o referire la oricare dintre formele identificate in prezent.
Membrii familiei ALK4 sunt in general proteine transmembranare, compuse dintr-un



e 2019 0695

domeniu extracelular care leaga ligandul cu o regiune bogata in cisteina, un domeniu
transmembranar si un domeniu citoplasmatic cu activitate prezisa serin/treonin kinaza.

Termenul "polipeptida ALK4" include polipeptide care cuprind orice polipeptida
naturala a unui membru al familiei ALK4 precum si orice variante ale acestuia (inclusiv
mutanti, fragmente, fuziuni si forme peptidomimetice) care pastreaza o activitate utila.
Numerotarea aminoacizilor pentru toate polipeptidele inrudite cu ALK4 descrise aici se
bazeaza pe numerotarea secventei de proteine precursoare a ALK4 umana de mai jos
(SEQ ID NO: 100), cu exceptia cazului in care este specificat altfel.

O secventd de proteina precursoare de ALK4 umana (NCBI Ref Secv.

NP_004293) este dupa cum urmeaza:
1 MAESAGASSFE FPLVVLLLAG SGGSGPRGVQ ALLCACTSCL QANYTCETDG

ACMVSIFENLD

©1 GMEHHVRTCI PKVELVPAGK PFYCLSSEDL RNTHCCYTDY CNRIDLRVPS
GHLKEPEHPS
121 MWGPVELVGI IAGPVFLLFEL IITIVFLVIN YHQRVYHNRO RLDMEDESCE
MCLSKDKTLQ
181 DLVYDLSTSG SGSGLPLEVQO RTVARTIVLY EIIGKGREGE VWRGRWRGGD
VAVKIFSSRE
2417 ERSWFREAET YQOTVMLRHEN TLGFIAADNK DNGTWTQLWL VSDYHEHGSL
FDYLNRYTVT
301 IEGMIKLALS AASGLAHLHM EIVGTQGKPG IAHRDLKSKN ILVKKNGMCA
TADLGLAVRH
361 DAVTDTIDIA PNQRVGTKRY MAPEVLDETI NMKHFD3SFKC ADIYALGLVY
WEIARRCNSG
421 GVHEEYQLPY YDLVPSDPSI EEMRKVVCDY KLRPNIPNWW QSYEALRVMG
KMMRECWYAN

481 GAARLTALRI KKTLSQLSVQ EDVKI (SEQ ID NO: 100)

Peptida semnal este indicata prin sublinierea cu o linie simpla iar domeniul
extracelular este indicat cu litere aldine.

O secventa de polipeptida ALK4 extracelulara umana procesatéa este dupa cum

urmeaza:
SGPRGVOALLCACTSCLOENYTCETDGACMVS I FNLDGMEHHVRTC I PEVELVEAGKPFYCL

SSEDLRNTHCCYTDYCNRIDLRVPSCHLKEPEHPSMWGPVE (SEQ ID NO: 101)

O secventa de acid nucleic care codifica proteina precursoare de ALK4 este
prezentata mai jos (SEQ ID NO: 102), corespunzatoare nucleotidelor 78-1592 din
secventa de referintda Genbank NM_004302.4. Secventa semnal este subliniata si
domeniul extracelular este indicat cu litere aldine.
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ATGGCGEAGTCGGCCGEAGCCTCCTCCTTCTTICCCCOTTGTTGTCCTCCTGCTCGLCGGCAG

CGGCEGETCCGGGCCCCGGGGEGGTCCAGGCTCTGCTGTGTGCGTGCACCAGCTGCCTCCAGG
CCAACTACACGTGTGAGACAGATGGGGCCTGCATGGTTTCCATTTTCAATCTGGATGGGATG
GAGCACCATGTGCGCACCTGCATCCCCAAAGTGGAGCTGGTCCCTGCCGGGAAGCCCTTCTA
CTGCCTGAGCTCGGAGGACCTGCGCAACACCCACTGCTGCTACACTGACTACTGCAACAGGA
TCGACTTGAGGGTGCCCAGTGGTCACCTCAAGGAGCCTGAGCACCCGTCCATGTGGGGCCCG
GTGGAGCTGGTAGGCATCATCGCCGGCCCEGTGTTCCTCCTGTTCCTCATCATCATCATTGT
TTTCCTTGTCATTARCTATCATCAGCGTGTCTATCACAACCGCCAGAGACTGGACATGGANG
ATCCCTCATGTGAGATGTGTCTCTCCARAGACAAGACGCTCCAGGATCTTGTCTACGATCTC
TCCACCTCAGGGTCTGGCTCAGGGTTACCCCTCTTITGTCCAGCCGCACAGTGGCCCGAACCAT
COTTTTACAAGAGATTATTGGCAAGGGTCGGTTTGGGGAAGTATGGCGGGGCCGUTGGAGGG
GTGGTGATGCTGGCTCTGAARATATTCTCTTCTCGTGAAGAACGCTCTTGGTTCAGGGAAGCA
GAGATATACCACGACGGTCATGITGCGCCATGAAAACATCCTTGCGATTTATTGCTGCTGACAA
TARARGATARTGGCACCTGGACACAGCTGTGGUTTGTTTCTGACTATCATGAGCACGGGETCCC
TGTTTGATTATCTGAACCGGTACACAGTGACAATTGAGGGGATGATTAAGCTGGCCTTGTCT
GCTGCTAGTGGGCTGGCACACCTGCACATGGAGATCGTGGGCACCCAAGGLAAGCLTGGAAT
TGCTCATCGAGACTTAAAGTCARAGAACATTCTGGTGAAGAANAATGGCATGTGTGCCATAG
CAGRCCTGGGLCTGGLTGTCCGTCATGATGCAGTCACTGACACCATTGACATTGCCCCGAAT
CAGAGGGTGGEGCACCARACGATACATGGCCCCTGAAGTACTTGATGARAACCATTAATATGAR
ACACTTTGACTCCTTTAAATGTGCTGATATTTATGCCCTCGGGCTTGTATATTGGGAGATTG
CTCGAAGATGCAATTCTGGAGCGAGTCCATGAAGAATATCAGCTGUCATATTACGACTTAGTG
CCCTCTGACCCTTCCATTGAGGAAATGCGARAAGGTTGTATGTGATCAGAAGCTGCGTCCCAR
CATCCCCAACTGGTGGCAGAGTTATGAGGCACTGCGGETGATGGGGARGATGATGCGAGAGT
GTTGGTATGCCAACGLUCGCAGCCCGCCTGACGGCCCTGCGCATCARGARGRCCCTCTCCCAG

CTCAGCGTGCAGGAAGACGTGAAGATC (SEQ ID NO: 102)
O secventa de acid nucleic care codifica polipeptida extracelulara a ALK4 este

dupa cum urmeaza:
TCCGGGCCCCGGEGEETCCAGGCTCTGCTGTGTGCGTGCACCAGCTGCCTCCAGGCCARCTA

CACGTGTGAGACAGATGGGGUCTGCATGCET T TCCATTTTCAATCTGGATGGLEATGGAGCACC
ATGTGCGCACCTGCATCCCCARAGTGCGAGCTGETCCCTGCCGEGAAGCCCTTCTACTGCCTG

AGCTCGGAGGACCTCCGCARCACCCACTGCTGCTACACTGACTACTGCARCAGGATCCGACTT
GAGGGTGCCCAGTGGTCACCTCAAGGAGCCTGAGCACCCETCCATGTGGGGCCCGGTGGAG
(SEQ ID NO: 103)

O izoforma alternativa a secventei de proteind precursoare de ALK4 umana,
izoforma B (NCBI Ref Seq NP_064732.3), este dupa cum urmeaza:
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1 MVSIFNLDGM EHHVRTCIPFK VELVPAGKPF YCLSSEDLRM THCCYTDYCN RIDLRVPSGH

6l

36l

421

61 LKEPEHPSMW GPVE (SEQ ID NO:

LEKEPEHPSMW

LSKDETLODL

VEIFSSREER

YINRYTVIIE

DLGLAVRHDA

TARRCNSGGY

MRECWYANGA

GPVELVGIIA

VYDLST3GSG

SWEREAETIYQ

GMIKLALSAA

VTDTIDIAPN

HEEYQLPYYD

ARLTALRIKEK

GPVFLLFLIT TIVFLVINYH QRVYHNRORL DMEDPSCEMC
SGLPLFVORT VARTIVLOET ICGKGRFGEVW RGRWRCGDVA
TWVMLRHENIL GFIAADNEDN GTWTQLWILVS DYHEHGSLED
SGLAHLHMETI VGTOGKPGIA HRDLKSKNIL VEKENGMCAILA
QRVGTKRYMA PEVLDETINM KHFDSFKCAD IYALGLVYWE

LVP3SDPSIEE MREVVCDQKL RPNIPNWWOS YEALRVMGKM

TLSQLEVORD VKT (SEQ ID NO: 104)

Domeniul extracelular este indicat cu litere aldine.
O secventa de polipeptida extracelulara a ALK4 procesata este dupa cum

urmeaza:
1 MVSIFNLDGM EHAVRTCIPK VELVPAGKPF YCLSSEDLRN THCCYTDYCN RIDLRVPSGH

O secventa d

105)
e acid nucleic care codifica proteina precursoare de ALK4

(izoforma B) este prezentata mai jos (SEQ ID NO: 106), corespunzatoare nucleotidelor
186-1547 din secventa de referinta Genbank NM_020327.3. Nucleotidele care codifica

domeniul extracelular sunt indicate cu litere aldine.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

701
751

801
851
901
851
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

ATGGTTTCCA
CATCCCCBAAR
GCTCGGAGGA
AGGATCGACT
GTCCATGTGG
TCCTCCTGETT
CAGCGTGTCT
TGAGATGTGT
TCTCCACCTC
GTGGECCCGAA
GGAAGTATGG
TCTCTTCTCG
ACGGTCATGC
TAAAGATAAT

AGCACGGGTC
GGGATGATTA

CATGGAGATC
TAAAGTCARA
GACCTGGGCC
TGCCCCGART
TTGATGAAAC
ATTTATGCCC
TGGAGGAGTC
CTGACCCTTC
CGTCCCARACA
GGGGAAGATG
CGGLCCCTGCG
GTGAAGATCT

TTTTCAATCT
GTGGAGCTGG
CCTGCGCAAC
TGAGGGTGCC
GGCCCGGETGGE
CCTCATCATC
ATCACAACCG
CTCTCCRARG
AGGGTCTGGC
CCATCGTTTT
CGGGGCCGCT
TGAAGAACGG
TGCGCCATGA
GGCACCTGGA

CCTGTTTGAT
AGCTGGCCTT

GTGGGCACCC
GAACATTCTG
TGGCTGTCCG
CAGAGGGTGG
CATTAATATG
TCGGGCTTGET
CATGAAGAAT
CATTGAGGAA
TCCCCAACTG
ATGCGAGAGT
CATCAAGAAG
Ax (SEQ ID

GGATGGGATG
TCCCTGCCGGE
ACCCACTGCT
CAGTGGTCAC
AGCTGGTAGG
ATCATTGTTT
CCAGAGACTG
ACAAGACGCT
TCAGGGTTAC
ACAAGAGATT
GGAGGGGTGG
TCTTGGTTCA
AAACATCCTT
CACAGCTGTG

TATCTGAACC
GTCTGCTGCT

AAGGGAAGCC
GTGARAGRARA
TCATGATGCA
GGACCAAACG
AMACACTTTG
ATATTGGGAG
ATCAGCTGCC
ATGCGARAGG
GTGGCAGAGT
GTTGGTATGC
ACCCTCTCCC
NC: 10g)

GAGCACCATG
GAAGCCCTTC
GCTACACTGA
CTCAAGGAGC
CATCATCGCC
TCCTTGTCAT
GACATGGAMG
CCAGGATCTT
CCCTCTTTGT
ATTGGCAAGS
TGATGTGGECT
GGGAAGTAGA
GGATTTATTG
GCTTGTTTCT
GGTACACAGT
AGTGGGCTGG
TGGAATTGCT
ATGGCATGTG
GTCACTGACA
ATACATGGCC
ACTCCTTTAA
ATTGCTCGAA
ATATTACGAC
TTGTATGTGA
TATGAGGCAC
CAALCGGCGCA
AGCTCAGCGT

TGCGCACCTG
TACTGCCTGA
CTACTGCAAC
CTGAGCACCC
GGCCCGETGET
TAACTATCAT
ATCCCTCATG
GTCTACGATC
CCAGCGCACA
GTCGCTTTGG
GTGAAAATAT
GATATACCAG
CTGCTGACAR
GACTATCATG

GACAATTGAG
CACACCTGCA

CATCGAGACT
TGCCATAGCA
CCATTGACAT
CCTGAAGTAC
ATGTGCTGAT
GATGCAATTC
TTAGTGCCCT
TCAGAAGCTG
TGCGGETGAT
GCCCGCCTGA
GCAGGAAGAC
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O secventa de acid nucleic care codifica polipeptida extracelulara ALK4

(izoforma B) este dupa cum urmeaza:
1 ATGGTTTCCA TTTTCAATCT GGATGGGATG GAGCACCATG TGCGCACCTG

51 CATCCCCAAA GTGGAGCTGG TCCCTGCCGG GRAGCCCTTC TACTGCCTGA
161 GCTCGGAGGA CCTGCGECAAC ACCCACTGCT GCTACACTGA CTACTGCAAC
151 AGGATCGACT TGAGGGTGCC CAGTGGTCAC CTCAAGGAGC CTGAGCACCC

201 GTCCATGTGG GGCCCGGTGE AGCTGGTAGG (SEQ ID NO: 107)

ALK4 este bine conservat printre vertebrate, cu intinderi mari ale domeniului
extracelular complet conservate. De exemplu, Figura 18 descrie o aliniere cu mai multe
secvente a unui domeniu extracelular de ALK4 uman comparativ cu diferiti ortologi de
ALK4. Multi dintre liganzii care se leaga la ALK4 sunt, de asemenea, deosebit de
conservati. in consecinta, din aceste alinieri, este posibil s se prezica pozitiile cheie
ale aminoacizilor in domeniul de legare a ligandului care sunt importante pentru
activitatile normale de legare a ligandului la ALK4, precum si sa se prezica pozitiile
aminoacizilor care sunt susceptibile de a fi tolerante la substitutie fara a modifica
semnificativ activitatile normale de legare a ligandului la ALK4. Prin urmare, o varianta
activa a polipeptidei ALK4 umana utila in conformitate cu metodele prezentate in
prezent poate include unul sau mai multi aminoacizi la pozitile corespunzatoare din
secventa unui alt vertebrat ALK4 sau poate include un reziduu similar cu cel din om
sau altul secvente de vertebrate.

Fara a se intentiona sa fie limitative, urmatoarele exemple ilustreaza aceasta
abordare pentru definirea unei variante active a ALK4. Asa cum este ilustrat in Figura
18, V6 din domeniul extracelular ALK4 uman (SEQ ID NO: 126) este izoleucina in
ALK4 de Mus muculus (SEQ ID NO: 130), si astfel pozitia poate fi modificata si,
optional, poate fi modificata la un alt reziduu hidrofob, cum ar fi L, | sau F, sau un
reziduu nepolar, cum ar fi A, asa cum se observa in ALK4 de Gallus gallus (SEQ ID
NO: 129). E40 din domeniul extracelular uman este K in ALK4 de Gallus gallus,
indicand faptul ca acest situs poate fi tolerant pentru o mare varietate de modificari,
inclusiv reziduuri polare, cum ar fi E, D, K, R, H, S, T, P, G, Y si probabil un reziduu
nepolar, cum ar fi ca A. S15 din domeniul extracelular uman este D in ALK4 de Gallus
gallus, indicand faptul ca in aceasta pozitie este toleraté o variatie structurala larga, cu
reziduuri polare favorizate, cum ar fi S, T, R, E, K, H, G, P, G si Y. E40 din domeniul
extracelular uman este K in ALK4 de Gallus gallus, indicand faptul ca reziduurile cu
sarcina vor fi tolerate in aceasta pozitie, inclusiv D, R, K, H, precum si Q si N. R80 din
domeniul extracelular uman este K in ALK4 de Condylura cristata (SEQ ID NO: 127),
indicand faptul ca reziduurile bazice sunt tolerate in aceasta pozitie, inclusiv R, K si H.
Y77 din domeniul extracelular uman este F in ALK4 de Sus scrofa (SEQ ID NO: 131),
indicand faptul ca reziduurile aromatice sunt tolerate in aceasta pozitie, inclusiv F, W
si Y. P93 din domeniul extracelular uman este relativ slab conservat, aparand ca S in
ALK4 de Erinaceus europaeus (SEQ ID NO: 128) si N in ALK4 de Gallus gallus, deci,
in esenta, orice aminoacid ar trebui sa fie tolerat in aceasta pozitie.

Mai mult, proteinele ALK4 au fost caracterizate in domeniu in ceea ce priveste
caracteristicile structurale si functionale, in special in ceea ce priveste legarea
ligandului [de exemplu, Harrison si colab. (2003) J Biol Chem 278(23):21129-21135;
Romano si colab. (2012) J Mol Model 18(8):3617-3625; si Calvanese si colab. (2009)
15(3):175-183]. in plus fatad de invataturile de aici, aceste referinte ofera o ghidare
ampla pentru modul de generare a variantelor de ALK4 care pastreaza una sau mai
multe activitati normale (de exemplu, activitate de legare a ligandului).

De exemplu, un motiv structural definitoriu, cunoscut sub numele de pliu de
toxina cu trei degete, este important pentru legarea ligandului de catre receptorii de tip
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| si tip Il si este format din reziduuri de cisteind conservate situate la pozitii diferite in
cadrul domeniului extracelular al fiecarui receptor monomeric [Greenwald si colab.
(1999) Nat Struct Biol 6:18-22; si Hinck (2012) FEBS Lett 586:1860-1870]. in
consecinta, domeniile de legare a ligandului la domeniile de nucleu ale ALK4 uman,
asa cum sunt delimitate de cele mai exterioare dintre aceste cisteine conservate,
corespund pozitiilor 34-101 din SEQ ID NO: 100 (precursor de ALK4). Aminoacizii mai
putin ordonati structural care inconjoara aceste secvente de nucleu delimitate de
cisteina pot fi trunchiate la 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 reziduuri la capatul N-terminal
silsaude 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 sau 25 reziduuri la capatul C-terminal fara a se modifica in mod necesar legarea
ligandului. Exemple de domenii extracelulare de ALK4 pentru trunchierea N-terminal
si/fsau C-terminal includ SEQ ID NO: 101 si 105.

In consecinta, o formula generala pentru o portiune activa (de exemplu, o
portiune de legare a ligandului) din ALK4 cuprinde aminoacizii 34-101 fata de SEQ ID
NO: 100. Prin urmare, polipeptidele ALK4 pot, de exemplu, cuprinde, consta in esenta
din sau consta dintr-o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99%
sau 100% identica cu o portiune de ALK4 incepand de la un reziduu corespunzator
oricaruia dintre aminoacizii 24-34 (de exemplu, incepand cu oricare dintre aminoacizii
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 sau 34) din SEQ ID NO: 100 si care se termina
intr-o pozitie corespunzatoare oricaruia dintre aminoacizii 101-126 (de exemplu, care
se termina la oricare dintre aminoacizii 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125 sau
126) din SEQ ID NO: 100. Alte exemple includ constructii care incep dintr-o pozitie de
la 24 la 34 (de exemplu, oricare dintre pozitiile 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33
sau 34), 25-34 (de exemplu, oricare dintre pozitiile 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33
sau 34) sau 26-34 (de exemplu, oricare dintre pozitiille 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33
sau 34) din SEQ ID NO: 100 si se termina intr-o pozitie de la 101-126 (de exemplu,
oricare dintre pozitiile 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125 sau 126), 102-126 (de
exemplu, oricare dintre pozitille 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125 sau 126), 101-125
(de exemplu, oricare dintre pozitiile 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124 sau 125), 101-
124 (de exemplu, oricare dintre pozitile 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, sau 124), 101-
121 (de exemplu, oricare dintre pozitile 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110,111, 112,113,114, 115,116, 117,118, 119, 120 sau 121), 111-126 (de exemplu,
oricare dintre pozitiile 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125 sau 126), 111-125 (de exemplu, oricine din pozitiile 111, 112, 113, 114, 115,
116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124 sau 125), 111-124 (de exemplu, oricare
dintre pozitile 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123 sau
124), 121-126 (de exemplu, oricare dintre pozitiile 121, 122, 123, 124, 125 sau 126),
121 -125 (de exemplu, oricare dintre pozitile 121, 122, 123, 124 sau 125), 121-124
(de exemplu, oricare dintre pozitile 121, 122, 123 sau 124) sau 124-126 (de exemplu,
oricare dintre pozitiile 124, 125 sau 126) din SEQ ID NO: 100. Variantele cuprinse in
aceste intervale sunt, de asemenea, avute in vedere, in special cele care au cel putin
70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88 %, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
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97%, 98%, 99% sau 100% identitate cu portiunea corespunzatoare din SEQ ID NO:
100.

Variatiile descrise aici pot fi combinate in diferite moduri. In unele cazuri,
variantele ALK4 cuprind nu mai mult de 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sau 15 modificari
conservative de aminoacizi in buzunarul de legare a ligandului. Situsurile din afara
buzunarului de legare, la care variabilitatea poate fi deosebit de bine tolerata, includ
capetele amino si carboxi terminale ale domeniului extracelular (asa cum a fost
mentionat mai sus).

in anumite cazuri, dezvéluirea se refera la antagonisti de BMP/GDF care sunt
heteromultimeri cuprinzénd cel putin o polipeptida ALK4, care include fragmente,
variante functionale si forme modificate ale acestora, precum si utilizari ale acestora
(de exemplu, tratarea, prevenirea sau reducerea severitatii PAH sau a uneia sau mai
multor complicatii ale PAH). De preferinta, polipeptidele ALK4 sunt solubile (de
exemplu, un domeniu extracelular al ALK4). in unele cazuri, heteromultimerii care
cuprind o polipeptida ALK4 inhiba (de exemplu, semnalizarea Smad) a unuia sau mai
multor liganzi ai superfamiliei de TGF [de exemplu, GDF11, GDF8, activina (activina
A, activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP10 si/sau BMP9].
In unele cazuri, heteromultimerii care cuprind o polipeptidd ALK4 se Ieaga la unul sau
mai multi liganzi ai superfamiliei de TGFB [de exemplu, GDF11, GDF8, activina
(activina A activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP10 si/sau
BMP9]. Tn unele cazuri, heteromultimerii cuprind cel putin o polipeptida ALK4 care este
cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94 %,
95%, 97%, 98%, 99%, 100% identica cu aminoacizii 34-101 fatd de SEQ ID NO: 100.
In unele cazuri, heteromultimerii cuprind cel putin o pollpeptlda ALK4 care este cel
putin de 70 %, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 97%, 98%, 99%, sau 100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:
100, 101, 104, 105, 111, 113, 116, 117, 122 si 124. In unele cazuri, heteromultimerul
cuprinde cel putin o polipeptida ALK4 care consta sau consta in esenta, din cel putin
o polipeptida ALK4 care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 97 %, 98%, 99% sau 100% identica cu secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 100: 101, 104, 105, 111, 113, 116, 117, 122 si 124.

In anumite cazuri, prezenta dezvalwre se refera la complecsi heteromultimeri
care cuprind una sau mai multe polipeptide ale receptorului de ALK4 (de exemplu,
SEQID NO. 100, 101, 104, 105, 111, 113, 116, 117, 122 si 124 si variante ale acestora)
si una sau mai multe polipeptide ale receptorului de ActRIIB (de exemplu, SEQ ID NO:
1, 2,3,4,5, 6,58, 59, 60, 63, 64, 65, 66, 68, 69, 70, 71, 73, 77, 78, 108, 110, 114,
115, 118 si 120 si variante de teren ale acestora), care sunt denumite in general aici
"complecsi heteromultimeri ALK4:ActRIIB" sau "heteromultimeri ALK4:ActRIIB",
inclusiv utilizari ale acestora (de exemplu, cresterea unui raspuns imun la un pacient
care are nevoie de acesta si tratarea cancerului). De preferinta, heteromultimerii
ALK4:ActRIIB sunt solubili [de exemplu, un complex heteromultimer cuprinde o
portiune solubila (domeniu) a unui receptor de ALK4 si o portiune solubila (domeniu) a
unui receptor ActRIIB]. In general, domeniile extracelulare ale ALK4 si ActRIIB
corespund portiunii solubile a acestor receptori. Prin urmare, in unele cazuri,
heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind un domeniu extracelular al unui receptor de
ALK4 si un domeniu extracelular al unui receptor de ActRIIB. in unele cazuri,
heteromultimerii ALK4:ActRIIB inhiba (de exemplu, semnalizarea Smad) a unuia sau
mai multor liganzi ai superfamiliei TGF( [de exemplu, GDF11, GDF8, activina (activina
A, activina B, activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP10 si/sau BMP9].
In unele cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB se leaga la unul sau mai muIt| liganzi ai
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superfamiliei TGFB [de exemplu, GDF11, GDF8, activina (activina A, activina B,
activina AB, activina C, activina E) BMP6, GDF3, BMP10 si/sau BMP9]. Tn unele cazuri,
heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind cel putin o polipeptida ALK4 care cuprinde,
consta in esenta sau consta dintr-o secventa care este cel putin de 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%, 97%, 98%, 99% sau
100% identica cu secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 100, 101, 104, 105, 111,
113, 116, 117, 122 si 124. In unele cazuri, complecsii heteromultimeri ALK4:ActRIIB
din dezvaluire cuprind cel putin o polipeptida ALK4 care cuprinde, consta in esenta
din, consta dintr-o secventa care este cel putin de 70 %, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu o
portiune de ALK4 incepand cu un reziduu corespunzator oricaruia dintre aminoacizii
24-34, 25-34 sau 26-34 din SEQ ID NO: 100 si se termina intr-o pozitie de la 101-126,
102-126, 101-125, 101-124, 101-121, 111-126, 111-125, 111-124, 121-126, 121-125,
121-124 sau 124-126 din SEQ ID NO: 100. in unele cazuri, heteromultimerii
ALK4:ActRIIB cuprind cel putin o polipeptida ALK4 care cuprinde, consta in esenta din,
consta dintr-o secventa care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identic cu
aminoacizii 34-101 fatd de SEQ ID NO: 100. in unele cazuri, heteromultimerii ALK4-
ActRIIB cuprind cel putin o polipeptida ActRIIB care cuprinde, consta in esenta din,
consta dintr-o secventa care este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92 %, 93%, 94% 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu
secventa de aminoacizi a oricareia dintre SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 58, 59, 60, 63,
64, 65, 66, 68, 69, 70, 71, 73, 77, 78, 108, 110, 114, 115, 118 si 120. in unele cazuri,
complecsii heteromultimeri ALK4:ActRIIB din dezvaluire cuprind cel putin de o
polipeptida ActRIIB care cuprinde, consta in esenta din, consta dintr-o secventa care
este cel putin de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%,
94% 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu o portiune din ActRIIB incepand cu
un reziduu corespunzator oricaruia dintre aminoacizii 20-29, 20-24, 21-24, 22-25 sau
21-29 si se termina intr-o pozitie de la 109-134, 119-134, 119-133, 129-134 sau 129-
133 din SEQ ID NO: 1. In unele cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind cel putin
o polipeptida ActRIIB care cuprinde, consta in esenta din, consta dintr-o secventa care
este cel putin de 70 %, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94% 95%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica cu aminoacizii 29-109 din SEQ ID NO:
1. In unele cazuri, heteromultimerii ALK4:ActRIIB cuprind cel putin o polipeptida
ActRIIB care cuprinde, consta in esenta din, consta dintr-o secventa care este cel putin
de 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%,
97%, 98%, 99% sau 100% identicd cu aminoacizii 25-131 din SEQ ID NO: 1. In
anumite cazuri, complecsii heteromultimeri ALK4:ActRIIB din dezvaluire cuprind cel
putin o polipeptida ActRIIB in care pozitia corespunzéatoare lui L79 din SEQ ID NO: 1
nu este un aminoacid acid (adica nu sunt reziduuri de aminoacid D sau E naturali sau
reziduuri de aminoacizi acizi artificiali). Heteromultimerii ALK4:ActRIIB ai dezvaluirii
includ, de exemplu, heterodimeri, heterotrimeri, heterotetrameri si alte structuri
oligomerice de ordin superior. Vezi, de exemplu, figurile 21-23. in anumite cazuri
preferate, complecsii heteromultimeri ai dezvaluirii sunt heterodimeri ALK4:ActRIIB.
In unele cazuri, prezenta dezvaluire are in vedere realizarea de variante
functionale prin modificarea structurii unei polipeptide ActRIl si/sau ALK4 in scopuri
precum imbunatatirea eficacitatii terapeutice sau a stabilitatii (de exemplu, durata de
valabilitate si rezistenta la degradarea proteolitica in vivo). Variantele pot fi produse
prin substitutie de, deletie, aditie de aminoacizi sau combinatii ale acestora. De
exemplu, este rezonabil sa ne asteptam ca o inlocuire izolata a unei leucine cu o
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izoleucina sau valina, un aspartat cu un glutamat, o treonina cu o serina sau un
inlocuitor similar al unui aminoacid cu un aminoacid inrudit structural (de exemplu,
mutatii conservative) nu vor avea un efect major asupra activitatii biologice a moleculei
rezultate. inlocuirile conservative sunt cele care au loc intr-o familie de aminoacizi care
sunt inruditi in lanturile lor laterale. Daca o modificare ih secventa de aminoacizi a unei
polipeptide conform dezvaluirii are ca rezultat un omolog functional, poate fi usor de
determinat prin evaluarea capacitatii polipeptidei variante de a produce un raspuns in
celule, similar cu polipeptida de tip salbatic sau se leaga la unul sau mai multi liganzi
TGF-beta, inclusiv, de exemplu, BMP2, BMP2/7, BMP3, BMP4, BMP4/7, BMP5,
BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF3, GDF5, GDF6/BMP13, GDF7,
GDF8, GDF9b/BMP15, GDF11/BMP11, GDF15/MIC1, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, nodal, factor
neurotrofic derivat de celule gliale (GDNF), neurturing, artemina, persefina, MIS si
Lefty.

In anumite cazuri, prezenta dezvaluire are in vedere mutatii specifice ale unei
polipeptide ActRIl si/sau ALK4, astfel incat sa se modifice glicozilarea polipeptidei.
Astfel de mutatii pot fi selectate astfel incat sa introduca sau sa elimine unul sau mai
multe situsuri de glicozilare, cum ar fi situsuri de glicozilare legate de O sau legate de
N. Situsurile de recunoastere a glicozilarii legate de asparagina cuprind in general o
secventa tripeptidica, asparagina-X-treonina sau asparagina-X-serina (unde "X" este
orice aminoacid) care este recunoscuta specific de enzima de glicozilare celulara
adecvate. Modificarea poate fi facuta, de asemenea, prin aditia sau substitutia cu unul
sau mai multe reziduuri de serind sau treonina la secventa polipeptidei (pentru
situsurile de glicozilare legate de O). O varietate de substitutii sau deletii de aminoacizi
la una sau ambele din prima sau a treia pozitie de aminoacid a unui situs de
recunoastere a glicozilarii (si/sau deletie a aminoacizilor in a doua pozitie) are ca
rezultat neglicozilarea la secventa tripeptida modificatd. Un alt mijloc de crestere a
numarului de fragmente de carbohidrati pe o polipeptida este prin cuplarea chimica
sau enzimatica a glicozidelor la polipeptida. Tn functie de modul de cuplare utilizat,
zaharul(rile) poate(pot) fi atasat(e) la (a) arginina si histidina; (b) grupari carboxil libere;
(c) grupari sulfhidril libere, cum ar fi cele ale cisteinei; (d) grupari hidroxil libere cum ar
fi cele ale serinei, treoninei sau hidroxiprolinei; (e) reziduuri aromatice, cum ar fi cele
ale fenilalaninei, tirozinei sau triptofanului; sau (f) gruparea amidica a glutaminei.
Indepértarea uneia sau mai multor portiuni de carbohidrati prezente pe o polipeptida
poate fi realizatd chimic si/sau enzimatic. Deglicozilarea chimica poate implica, de
exemplu, expunerea unei polipeptide la compusul acid trifluormetansulfonic sau la un
compus echivalent. Acest tratament are ca rezultat scindarea majoritatii sau a tuturor
zaharurilor, cu exceptia zaharului de legare (N-acetilglucozamina sau N-
acetilgalactozamina), Idsénd in acelasi timp secventa de aminoacizi intacta. Clivarea
enzimatica a fragmentelor de carbohidrati pe polipeptide poate fi realizata prin
utilizarea unei varietati de endo- si exo-glicozidaze, asa cum este descris de Thotakura
si colab. [Meth. Enzymol. (1987) 138:350]. Secventa unei polipeptide poate fi ajustata,
dupa caz, in functie de tipul de sistem de exprimare utilizat, deoarece celulele de
mamifere, drojdii, insecte si plante pot introduce modele diferite de glicozilare care pot
fi afectate de secventa de aminoacizi a peptidei. in general, polipeptidele conform
prezentei dezvaluiri, pentru utilizare la om, pot fi exprimate intr-o linie de celule de
mamifere care asigura glicozilarea adecvata, cum ar fi linile de celule HEK293 sau
CHO, desi este de asteptat ca si alte linii de celule de exprimare de mamifere sa fie de
asemenea utile.
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Prezenta dezvaluire mai are in vedere o metoda de generare a mutantilor, in
special seturi de mutanti combinatorii ai unei polipeptide ActRII si/sau ALK4, precum
si mutanti de trunchiere. Comasatele de mutanti combinatorii sunt utile in special
pentru identificarea secventelor ActRIl active functional (de exemplu, legarea
ligandului GDF/BMP). Scopul screeningului acestor biblioteci combinatorii poate fi
acela de a genera, de exemplu, variante de polipeptide care au proprietati modificate,
cum ar fi modificarea farmacocineticii sau modificarea legarii ligandului. O varietate de
teste de screening sunt redate mai jos si astfel de teste pot fi utilizate pentru a se
evalua variante. De exemplu, variantele ActRIl si/sau ALK4 si heteromultimerii care le
contin, pot fi selectate pentru capacitatea de a se lega la unul sau mai multi liganzi de
GDF/BMP (de exemplu, BMP2, BMP2/7, BMP3, BMP4, BMP4/7, BMP5, BMP6, BMP7,
BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF3, GDF5, GDF6/BMP13, GDF7, GDFS8,
GDF9b/BMP15, GDF11/BMP11, GDF15/MIC1, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, activina A,
activina B, activina AB, activina AC, nodal, factor neurotrofic derivat din celule gliale
(GDNF), neurturina, artemina, persefina, MIS si Lefty), pentru a preveni legarea unui
ligand de GDF/BMP la o polipeptida ActRIl si/sau ALK4, precum si la heteromultimeri
ai acestora si/sau pentru a interfera cu semnalizarea cauzata de un ligand de
GDF/BMP.

Activitatea polipeptidelor ActRIl, a polipeptidelor ALK4 si a heterodimerilor
ALK4:ActRIIB pot fi, de asemenea, testate in vivo printr-o analiza pe baza de celule.
De exemplu, a fost evaluat efectul unei polipeptide ActRII, polipeptida ALK4 sau
heterodimer ALK4:ActRIIB asupra exprimarii genelor implicate in patogeneza PH.
Aceasta se poate efectua, dupa cum este necesar, in prezenta uneia sau mai multor
proteine ligand recombinante (de exemplu, BMP2, BMP2/7, BMP3, BMP4, BMP4/7,
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF3, GDF5, GDF6/BMP13,
GDF7, GDF8, GDF9b/BMP15, GDF11/BMP11, GDF15/MIC1, TGF-p1, TGF-p2, TGF-
B3, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, nodal, factor
neurotrofic derivat din celule gliale (GDNF), neurturing, artemina, persefina, MIS si
Lefty) si celulele pot fi transfectate astfel incat sa produca o polipeptida ActRII, o
polipeptida ALK4 sau un heterodimer ALK4:ActRIIB si optional, un ligand de
GDF/BMP. La fel, o polipeptida ActRIl, o polipeptida ALK4 sau un heterodimer
ALK4:ActRIIB poate fi administrat la un soarece sau alt animal si efectele asupra
patogenezei PH pot fi evaluate folosind metode recunoscute in domeniu. Similar,
activitatea unei polipeptide ActRIl, a unei polipeptide ALK4 sau a heterodimerului
ALK4:ActRIIB sau a unei variante a acestora poate fi testata in celulele precursoare
ale celulelor sanguine in ceea ce priveste orice efect asupra cresterii acestor celule,
de exemplu, prin analizele descrise aici si cele care sunt cunoscute uzual in domeniu.
O gena raportoare care raspunde la SMAD poate fi utilizata in astfel de linii celulare
pentru a monitoriza efectele asupra semnalizarii din aval.

Pot fi generate variante derivate combinatorial care au o selectivitate crescuta
sau, in general, o crestere a puterii fata de o polipeptida ActRIl de referinta, o
polipeptida ALK4 sau heterodimer ALK4:ActRIIB. Astfel de variante, atunci cand sunt
exprimate din constructi de ADN recombinant, pot fi utilizate in protocoale de terapie
genetica. Similar, mutageneza poate da nastere unor variante care au perioade de
injumatatire intracelulara dramatic diferite de polipeptida ActRIl, polipeptida ALK4 sau
heterodimerul ALK4:ActRIIB nemodificate corespunzatoare. De exemplu, proteina
modificata poate fi facuta sa fie mai stabila sau mai putin stabila la degradarea
proteolitica sau la alte procese celulare care au ca rezultat distrugerea sau inactivarea
altfel a unei polipeptide nemodificate. Astfel de variante si genele care le codifica pot
fi utilizate pentru a modifica nivelurile complexului de polipeptide prin modularea
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timpului de injumatatire al polipeptidei. De exemplu, un timp de injumatatire scurt poate
da nastere la efecte biologice mai tranzitorii si, atunci cand face parte dintr-un sistem
de exprimare inductibil, poate permite un control mai strict al nivelurilor complexului de
polipeptide recombinante din interiorul celulei. Intr-o proteind de fuziune Fc, pot fi
facute mutatii in linker (daca exista) si/sau in portiunea Fc pentru a modifica timpul de
injumatatire al polipeptidei ActRII, polipeptidei ALK4 sau heterodimerului
ALK4:ActRIIB.

O biblioteca combinatorie poate fi produsa cu ajutorul unei biblioteci degenerate
de gene care codifica o biblioteca de polipeptide care include fiecare cel putin de o
portiune din potentiala polipeptida ActRII, polipeptida ALK4 sau secvente heterodimere
ALK4:ActRIIB. De exemplu, un amestec de oligonucleotide sintetice poate fi ligat
enzimatic in secvente genetice astfel incat setul degenerat de potentiale secvente de
codificare ActRIl si/sau ALK4 sa fie exprimabile ca polipeptide individuale sau,
alternativ, ca un set de proteine de fuziune mai mari (de exemplu, pentru afisarea
fagilor).

Existd multe modalitati prin care poate fi generata biblioteca de potentiali
omologi dintr-o secventa degeneratd de oligonucleotide. Sinteza chimica a unei
secvente genetice degenerate poate fi efectuata intr-un sintetizator automat de ADN,
iar genele sintetice pot fi apoi ligate intr-un vector adecvat pentru exprimare. Sinteza
oligonucleotidelor degenerate este bine cunoscuta in domeniu [Narang, SA (1983)
Tetrahedron 39:3; Itakura si colab. (1981) Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland
Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp273-289; Itakura si
colab. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura si colab. (1984) Science 198:1056;
si lke si colab. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477]. Astfel de tehnici au fost utilizate in
evolutia dirijata a altor proteine [Scott si colab., (1990) Science 249:386-390; Roberts
si colab. (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin si colab. (1990) Science 249: 404-
406; Cwirla si colab., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; precum si Brevete U.S. nr.:
5,223,409, 5,198,346, si 5,096,815].

Alternativ, pot fi utilizate alte forme de mutageneza pentru a genera o biblioteca
combinatorie. De exemplu, polipeptidele ActRII, polipeptidele ALK4 si heterodimerii
ALK4:ActRIIB conform dezvaluirii pot fi generati si izolati dintr-o bibliotecad prin
screening folosind, de exemplu, mutageneza de scanare a alaninei [Ruf si colab.
(1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang si colab. (1994) J. Biol. Chem. 269:3095-
3099; Balint si colab. (1993) Gene 137:109-118; Grodberg si colab. (1993) Eur. J.
Biochem. 218:597-601; Nagashima si colab. (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892;
Lowman si colab. (1991) Biochemistry 30:10832-10838; si Cunningham gsi colab.
(1989) Science 244:1081-1085], prin mutageneza de scanare a linkerului [Gustin si
colab. (1993) Virology 193:653-660; si Brown si colab. (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-
2652; McKnight si colab. (1982) Science 232:316], prin mutageneza de saturatie
[Meyers si colab., (1986) Science 232:613]; prin mutageneza PCR [Leung si colab.
(1989) Method Cell Mol Biol 1: 11-19]; sau prin mutageneza aleatorie, inclusiv
mutageneza chimica [Miller si colab. (1992) A Short Course in Bacterial Genetics,
CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; si Greener si colab. (1994) Strategies in Mol
Biol 7:32-34]. Mutageneza de scanare a linkerului, in special intr-un cadru
combinatoriu, este o metoda atractiva pentru identificarea formelor trunchiate
(bioactive) de polipeptide ActRII, polipeptide ALK4 sau heterodimeri ALK4:ActRIIB.

O gama larga de tehnici sunt cunoscute in domeniu pentru screening-ul
produselor genetice ale bibliotecilor combinatorii realizate prin mutatii punctuale si
trunchieri si, de altfel, pentru screeningul bibliotecilor de ADNc pentru produse genetice
care au o anumita proprietate. Astfel de tehnici vor fi in general adaptabile pentru
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screeningul rapid al bibliotecilor genetice generate de mutageneza combinatorie a
polipeptidelor ActRIl. Cele mai utilizate tehnici pentru screening-ul bibliotecilor genetice
mari cuprind de obicei clonarea bibliotecii genetice in vectori de exprimare replicabili,
transformarea celulelor adecvate cu biblioteca rezultata de vectori si exprimarea
genelor combinatorii in conditii in care detectarea unei activitati dorite faciliteaza
izolarea relativ usoara a vectorul care codificad gena al carui produs a fost detectat.
Analizele preferate includ ligand (de exemplu, BMP2, BMP2/7, BMP3, BMP4, BMP4/7,
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF3, GDF5, GDF6/BMP13,
GDF7, GDF8, GDF9b/BMP15, GDF11/BMP11, GDF15/MIC1, TGF-B1, TGF-p2, TGF-
B3, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, nodala, factor
neurotrofic derivat din celule gliale (GDNF), neurturina, artemin, persefina, MIS si
Lefty) analize de legare si/sau analize de semnalizare celulara mediate de ligand.

Dupa cum va fi recunoscut de catre un specialist in domeniu, cele mai multe
dintre mutatiile, variantele sau modificarile descrise aici pot fi efectuate la nivelul
acidului nucleic sau, n unele cazuri, prin modificare post-translationald sau sinteza
chimica. Astfel de tehnici sunt bine cunoscute in domeniu si unele dintre ele descrise
aici. In parte, prezenta dezvaluire identifica portiuni (fragmente) active si variante ale
polipeptidelor ActRII, polipeptidelor ALK4 sau heterodimerului ALK4:ActRIIB care pot
fi folosite ca ghidare pentru generarea si utilizarea altor variante de polipeptide ActRI|
in cadrul dezvaluirii redate aici.

In anumite cazuri, fragmente active functional de polipeptide ActRIl, polipeptide
ALK4 si heterodimeri ALK4:ActRIIB din prezenta dezvaluire pot fi obtinute prin
screeningul polipeptidelor produse recombinant din fragmentul corespunzator al
acidului nucleic care codifica o polipeptida ActRII si/sau ALK4. In plus, fragmentele pot
fi sintetizate chimic utilizdnd tehnici cunoscute in domeniu, cum ar fi Merrifield
conventionala f-Moc in faza solida sau chimia t-Boc. Fragmentele pot fi produse
(recombinant sau prin sinteza chimica) si testate pentru a se identifica acele fragmente
de peptidil care pot functiona ca antagonisti (inhibitori) ai receptorilor de ActRII si/sau
ALK4 si/sau unul sau mai multi liganzi (de exemplu, BMP2, BMP2/7, BMP3, BMP4,
BMP4/7, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP9, BMP10, GDF3, GDF5,
GDF6/BMP13, GDF7, GDF8, GDF9b/BMP15, GDF11/BMP11, GDF15/MIC1, TGF-p1,
TGF-B2, TGF-B3, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, nodala, factor neurotrofic derivat din celule gliale (GDNF), neurturina, artemina,
persefina, MIS si Lefty).

In anumite cazuri, polipeptida ActRII, polipeptida ALK4 si/sau heterodimerul
ALK4:ActRIIB conform prezentei dezvaluiri pot cuprinde in plus modificari post-
translationale, suplimentar fatd de oricare prezentd in mod natural in polipeptida
ActRII, polipeptida ALK4 sau heterodimerul ALK4:ActRIIB. Astfel de modificari includ,
dar nu se limiteaza la, acetilare, carboxilare, glicozilare, fosforilare, lipidare si acilare.
Ca rezultat, polipeptida ActRII, polipeptida ALK4 sau heterodimerul ALK4:ActRIIB
poate contine elemente non-aminoacidice, cum ar fi polietilenglicoli, lipide, polizaharide
sau monozaharide si fosfati. Efectele acestor elemente non-aminoacide asupra
functionalitatii unei polipeptide capcana de ligand pot fi testate asa cum este descris
aici pentru alte variante de ActRIl, AKL4 si ALK4:ActRIIB. Cand o polipeptida conform
dezvaluirii este produsa in celule prin scindarea unei forme native a polipeptidei,
prelucrarea post-translationala poate fi, de asemenea, importantd pentru plierea
corecta si/sau functionarea proteinei. Diferite celule (de exemplu, CHO, HelLa, MDCK,
293, WI38, NIH-3T3 sau HEK293) au masindria celulard specificd si mecanisme
caracteristice pentru astfel de activitati post-translationale si pot fi alese pentru a
asigura modificarea si prelucrarea corecta a polipeptidelor ActRII.
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in anumite cazuri, polipeptidele ActRII si ALK4 din prezenta dezvaluire includ
proteine de fuziune avand cel putin o portiune (domeniu) dintr-o polipeptida ActRII sau
ALK4 si una sau mai multe portiuni (domenii) heterologe. Exemple bine-cunoscute de
astfel de domenii de fuziune includ, dar nu se limiteaza la, polihistidina, Glu-Glu,
glutation S-transferaza (GST), tioredoxina, proteina A, proteina G, o regiune constanta
a lantului greu al imunoglobulinei (Fc), proteina de legare a maltozei (MBP) sau
albumina serica umana. Un domeniu de fuziune poate fi selectat astfel incat sa confere
o proprietate dorita. De exemplu, unele domenii de fuziune sunt deosebit de utile
pentru izolarea proteinelor de fuziune prin cromatografie de afinitate. in scopul
purificarii de afinitate, se folosesc matrice relevante pentru cromatografia de afinitate,
cum ar fi rasini conjugate cu glutation, amilaza si nichel sau cobalt. Multe dintre aceste
matrice sunt disponibile sub forma de "kit", cum ar fi sistemul de purificare Pharmacia
GST si sistemul QlAexpress™ (Qiagen) util cu parteneri de fuziune (HISs). Ca un alt
exemplu, un domeniu de fuziune poate fi selectat astfel incat sa faciliteze detectarea
polipeptidei ActRIl sau ALK4. Exemple de astfel de domenii de detectare includ
diferitele proteine fluorescente (de exemplu, GFP), precum si "etichete de epitop", care
sunt uzual secvente peptidice scurte pentru care este disponibil un anticorp specific.
Etichetele de epitop bine-cunoscute pentru care anticorpii monoclonali specifici sunt
usor disponibili includ FLAG, hemaglutinina (HA) a virusului gripal si etichetele c-myc.
In unele cazuri, domeniile de fuziune au un situs de scindare a proteazei, cum ar fi
Factorul Xa sau trombina, care fii permite proteazei relevante sa digere partial
proteinele de fuziune si astfel sa elibereze proteinele recombinante din acestea.
Proteinele eliberate pot fi apoi izolate din domeniul de fuziune prin separarea
cromatografica ulterioara. Alte tipuri de domenii de fuziune care pot fi selectate includ
domenii de multimerizante (de exemplu, dimerizare, tetramerizare) si domenii
functionale (care confera o functie biologica suplimentara) incluzédnd, de exemplu,
domenii constante de la imunoglobuline (de exemplu, domenii Fc).

In anumite cazuri, polipeptidele ActRII si ALK4 conform prezentei dezvaluiri
contin una sau mai multe modificari care sunt capabile sa "stabilizeze" polipeptidele.
Prin "stabilizare" se intelege orice creste timpul de Tnjumatatire in vitro, timpul de
injumatatire serica, indiferent daca acesta se datoreaza distrugerii scazute, clearance-
ului scazut din rinichi sau altor efecte farmacocinetice ale agentului. De exemplu, astfel
de modificari sporesc durata de valabilitate a polipeptidelor, sporesc timpul de
injumatatire circulator al polipeptidelor si/sau reduc degradarea proteolitica a
polipeptidelor. Astfel de modificari stabilizatoare includ, dar nu se limiteaza la acestea,
proteine de fuziune (incluzand, de exemplu, proteine de fuziune care cuprind un
domeniu polipeptidic ActRIl (sau polipeptida ALK4) si un domeniu stabilizator),
modificari ale unui situs de glicozilare (incluzand, de exemplu, adaugarea unui situs de
glicozilare la o polipeptidd conform dezvaluirii) si modificari ale fragmentului de
carbohidrat (incluzand, de exemplu, indepartarea fragmentelor de carbohidrat dintr-o
polipeptida conform dezvaluirii). Asa cum se utilizeaza aici, termenul "domeniu
stabilizator" nu se refera numai la un domeniu de fuziune (de exemplu, un domeniu Fc
al imunoglobulinei) ca in cazul proteinelor de fuziune, ci include si modificari
neproteinice, cum ar fi un fragment de carbohidrat sau un fragment neproteinic, cum
ar fi polietilen glicol. in anumite cazuri preferate, o polipeptida ActRIl (sau polipeptida
ALK4) este fuzionata cu un domeniu heterolog care stabilizeaza polipeptida (un
domeniu "stabilizator"), de preferinta un domeniu heterolog care creste stabilitatea in
vivo a polipeptidei. Fuziunile cu un domeniu constant al unei imunoglobuline (de
exemplu, un domeniu Fc) sunt cunoscute pentru faptul ca ar conferi proprietati
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farmacocinetice dorite unei game largi de proteine. Similar, fuziunile cu albumina
serica umana pot conferi proprietati dorite.

Un exemplu de secventa de aminoacizi nativi care poate fi utilizata pentru
portiunea Fc a IgG1 uman (G1Fc) este prezentat mai jos (SEQ ID NO: 14). Sublinierea
cu linie punctata indica regiunea de balama, si sublinierea cu linie continua indica
pozitile cu variante care apar natural. In parte dezvaluirea reda polipeptide care
contin, constau in esenta sau constau din secvente de aminoacizi cu 70%, 75%, 80%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
sau 100% identitate cu SEQ ID NO: 14. Variantele naturale din G1Fc ar putea include
E134D si M136L conform sistemului de numerotare utilizat in SEQ ID NO: 14 (vezi

Unlprot P01857)
THTCPPCPAP ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE

51  VEFNWYVDGY EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK

101  VENKALPAPI EKTISKAKGY PREPQVYTLP PSREEMTENQ VSLTCLVKGE
151 YPSDIAVEWE SNGOPENNYK TTPPVLDSDG SEFEFLYSKLTV DKSRWQQGNV

201 TFSCSVMHEAL HNHYTQOKSLS LSPGK (SEQ ID NO: 14)

Optional, domeniul IgG1 Fc are una sau mai multe mutatii la reziduuri precum
Asp-265, lizina 322 si Asn-434. in anumite cazuri, domeniul mutant de IgG1 Fc avand
una sau mai multe dintre aceste mutatii (de exemplu, mutatia Asp-265) are o capacitate
redusa de legare la receptorul Fcy in raport cu un domeniu Fc de tip salbatic. in alte
cazuri, domeniul Fc mutant avand una sau mai multe dintre aceste mutatii (de exemplu,
mutatia Asn-434) are o capacitate crescuta de legare la receptorul de Fc (FCRN) legat
de clasa | MHC in raport cu un domeniu Fc de IgG1 de tip salbatic.

Un exemplu de secventa de aminoacizi nativi care poate fi utilizata pentru
portiunea de Fc a 1I9gG2 umana (G2Fc) este prezentat mai jos (SEQ ID NO: 15).
Sublinierea cu linie punctata indica regiunea balamalei, iar sublinierea cu linie dubla
indica pozitiile in care exista conflicte de baze de date in secventa (conform UniProt
P01859). in parte, dezvaluirea furnizeaza polipeptide care cuprind, constau in esenta
sau constau din secvente de aminoacizi cu 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate cu

SEQ ID NO: 15.
VECPPCPAPP VAGPEVELEFP PEPEDTLMIS RTPEVICVYY DVSHEDPEVQO

51 FHNWYVDCVEV HNAKTKPREE QFNSTFRVVS VLTVVHQDWL NGKEYKCKVS
101 NEGLPAPTEK TISKTKGOPR EPQVYTLPPS REEMTENQVS LTCLVKGFYP

(n

1 SDIAVEWESN GQPENNYRTT PPMLDSDGSE FLYSKLTVDK SRWQOGNVES

[N P
[
[

CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGK (SEQ ID NO: 15)

Doua exemple de secvente de aminoacizi care pot fi utilizate pentru portiunea
Fc algG3 umana (G3Fc) sunt prezentate mai jos. Regiunea de balama din G3Fc poate
fi de pana la patru ori mai lunga decat in alte lanturi de Fc si contine trei segmente
identice de 15 reziduuri precedate de un segment similar de 17 reziduuri. Prima
secventd G3Fc prezentata mai jos (SEQ ID NO: 16) contine o regiune scurta de
balama constand dintr-un singur segment de 15 reziduuri, in timp ce a doua secventa
G3Fc (SEQ ID NO: 17) contine o regiune de balama pe toata lungimea. in fiecare caz,
sublinierea cu linie punctata indica regiunea balamalei, iar sublinierea cu linie continua
indica pozitii cu variante care apar natural in conformitate cu UniProt P01859. In parte,
dezvaluirea furnizeaza polipeptide care cuprind, constau in esentd sau constau din
secvente de aminoacizi cu 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate la SEQ ID NO: 16 si
17.
1 EPKSCDTPPP CPRCPAPELL GGPSVELEPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD

51 VSHEDPEVQF KWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTFRVVSYV LTVLHQDWLN
101 GKEYKCKVSN KATPAPTEKT ISKTKGQPRE PQVYTLPESR EEMTKNQVST
151  TCLVKGFYPS DIAVEWESSG QPENNYNTTE PMLDSDGSFE LYSKLTVDKS
207  RWQQGNTFSC SVMHEALHNR FTQKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 16)

1 ELKTPLGDTT HTCPRCPEPK SCDTPPPCPR CPEPKSCDTP PPCPRCPEPK

51 3
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SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VICVVVDVSH
101 EDPEVQFKWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS TFRVVSVLTV LHQODWLNGKE
151  YKCKVSNKAL PAPIEKTISK TKGQPREPCV YTLPPSRZEM TKNQVSLICL
201 VKGFYPSDIA VIWESSGQPE NNYNTTPPMI, DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ
251 QGNIFSCSVM HZALINRET(Q KSLSLSPCK (8%Q 1D NO:
17)

Variantele de G3Fc care apar natural (de exemplu, vezi Uniprot P01860) includ
E68Q, P76L, E79Q, Y81F, D97N, N100D, T124A, S169N, S169del, F221Y atunci cand
sunt convertite la sistemul de numerotare utilizat in SEQ ID NO: 16 si prezenta
dezvaluirea furnizeaza proteine de fuziune cuprinzand domenii G3Fc care contin una
sau mai multe dintre aceste variatii. In plus, gena IgG3 a imunoglobulinei umane
(IGHG3) prezinta un polimorfism structural caracterizat prin diferite lungimi ale
balamalei [vezi Uniprot P01859]. Specific, variantei WIS Ti lipseste cea mai mare parte
a regiunii V si intreaga regiune CH1. Are o legatura disulfurica inter-lant suplimentara
la pozitia 7 in plus fata de cele 11 prezente in mod normal in regiunea de balama.
Variantei ZUC i lipseste cea mai mare parte a regiunii V, toata regiunea CH1 si o parte
a balamalei. Varianta OMM poate reprezenta o forma alelica sau o alta subclasa a
lantului gamma. Prezenta dezvaluire reda proteine de fuziune suplimentare care
cuprind domenii G3Fc ce contin una sau mai multe dintre aceste variante.

Un exemplu de secventa de aminoacizi nativi care poate fi utilizata pentru
portiunea Fc a 1gG4 umana (G4Fc) este prezentat mai jos (SEQ ID NO: 18).
Sublinierea cu linie punctata indicd regiunea de balama. in parte, dezvaluirea reda
polipeptide care cuprind, constau in esenta sau constau din secvente de aminoacizi
cu 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate la SEQ ID NO: 18.
1 ESKEYGPPCPS CPAPEFLGGE SVEFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVI(

51 EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TEPREEQFNS TYRVVSVLTV LHODWLNGKE

161 YKCKVSNKGL PSSIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TENQVSLTCL
151 VEGEYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL D3DGSFFLYS RLIVDESRWQ

201  EGNVFZCZVM HEALHNHYTO KSLSLSLGK (SEQ ID NO: 18)

O varietate de mutatii proiectate in domeniul Fc sunt prezentate aici fata de
secventa de G1Fc (SEQ ID NO: 14), si mutatiile analoage din G2Fc, G3Fc si G4Fc pot
fi derivate din alinierea lor cu G1Fc in Figura 4. Datorita lungimilor inegale ale
balamalelor, pozitile Fc analoage bazate pe alinierea izotipului (Figura 4) poseda
diferite numere de aminoacizi in SEQ ID NO: 14, 15, 16, 17 si 18. Se poate aprecia,
de asemenea, ca o anumita pozitie a unui aminoacid intr-o secventa de imunoglobulina
constand din regiunile de balama, C+2, si Cu3 (de exemplu, SEQ ID NO: 14, 15, 16,
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17 si 18) vor fi identificate printr-un numar diferit decat aceeasi pozitie atunci cand
numerotarea cuprinde intregul domeniu constant al lantului greu de 1gG1 (format din
regiuni Cul, balama, Cu2, si Cu3) ca in baza de date Uniprot. De exemplu,
corespondenta dintre pozitiile Cn3 selectate intr-o secventa G1Fc umana (SEQ ID NO:
14), domeniul constant al lantului greu de 1IgG1 uman (Uniprot P01857) si al lantului
greu de IgG1 uman este dupa cum urmeaza.

Corespondenta pozitilor Cu3 in diferite sisteme de numerotare
Domeniul constant al/Lant greu de IgG1l

lantului  greu al 1gG1 |(schema de numerotare
(numerotarea incepe de la EU a lui Kabat si colab.,

GlFc (Numerotarea
incepe la prima treonina in
regiunea de balama)

Chl) 1991 *)
Y127 Y232 Y349
S132 S237 S354
E134 E239 E356
T144 T249 T366
L146 L251 1368
K170 K275 K392
D177 D282 D399
Y185 Y290 Y407
K187 K292 K409

* Kabat si colab. (editori) 1991; pag. 688-696 in Sequences of Proteins of
Immunological Interest, editia a 5-a, Vol. 1, NIH, Bethesda, MD

In anumite cazuri, polipeptidele dezvéluite aici pot forma complecsi proteici
cuprinzand cel putin o polipeptida ALK4 asociata, covalent sau necovalent, cu cel putin
o polipeptida ActRIIB. De preferinta, polipeptidele dezvaluite aici formeaza complecsi
heterodimerice, desi sunt inclusi si complecsii heteromultimerici de ordin superior
(heteromultimeri), cum ar fi, dar fara a se limita la, heterotrimeri, heterotetrameri si alte
structuri oligomere (vezi, de exemplu, Figura 21-23). In unele cazuri, polipeptidele
ALK4 si/sau ActRIIB cuprind cel putin un domeniu de multimerizare. Dupa cum este
dezvaluit aici, termenul "domeniu de multimerizare" se refera la un aminoacid sau o
secventd de aminoacizi care promoveaza interactiunea covalentd sau necovalenta
intre cel putin o prima polipeptida si cel putin o a doua polipeptida. Polipeptidele
descrise aici pot fi asociate covalent sau necovalent la un domeniu de multimerizare.
De preferintd, un domeniu de multimerizare promoveaza interactiunea intre o prima
polipeptida (de exemplu, o polipeptida ALK4) si o a doua polipeptida (de exemplu, o
polipeptida ActRIIB) pentru a promova formarea heteromultimerilor (de exemplu,
formarea heterodimerilor) si, optional, impiedica sau defavorizeaza in alt mod formarea
homomultimerului (de exemplu, formarea homodimerului), crescand astfel
randamentul heteromultimerului dorit (vezi, de exemplu, Figura 22).

Pentru a genera heteromultimerii ALK4:ActRIIB pot fi utilizate multe metode
cunoscute in domeniu. De exemplu, legaturile disulfidice care nu apar natural pot fi
construite prin inlocuirea pe o prima polipeptida (de exemplu, o polipeptida ALK4) un
aminoacid natural cu un reziduu care contine tiol liber, cum ar fi cisteina, astfel incat
tiolul liber interactioneaza cu un alt reziduu care contine tiol liber pe o a doua
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polipeptida (de exemplu, o polipeptida ActRIIB) astfel incat se formeaza o legatura de
disulfura intre prima si a doua polipeptida. Exemple suplimentare de interactiuni pentru
promovarea formarii de heteromultimeri includ, dar nu se limiteaza la, interactiuni
ionice, cum sunt descrise in Kjaergaard si colab., WO2007147901; efecte de
directionare electrostatice, asa cum sunt descrise in Kannan si colab., U.S.8,592,562;
interactiuni  spirala-spirala, cum este descris in Christensen si colab.,
U.S.20120302737; fermoare de leucind, asa cum este descris in Pack &
Plueckthun,(1992) Biochemistry 31: 1579-1584; si motive elice-elice intoarsa precum
cele descrise in Pack si colab., (1993) Bio/Technology 11: 1271-1277. Legatura
diferitelor segmente poate fi obtinuta, de exemplu, prin legare covalenta, cum ar fi prin
reticulare chimica, linkeri peptidici, punti de disulfura, etc., sau interactiuni de afinitate,
cum ar fi tehnologia cu fermoar avidin-biotina sau leucina.

In anumite cazuri, un domeniu de multimerizare poate cuprinde o componenta
a unei perechi de interactiune. in unele cazuri, polipeptidele dezvaluite aici pot forma
complecsi proteici cuprinzand o prima polipeptida asociata covalent sau necovalent cu
o a doua polipeptida, in care prima polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi a unei
polipeptide ALK4 si secventa de aminoacizi a unui prim membru al unei perechi de
interactiune; si a doua polipeptida cuprinde secventa de aminoacizi a unei polipeptide
ActRIIB si secventa de aminoacizi a unui al doilea membru al unei perechi de
interactiune. Perechea de interactiune poate fi oricare doua secvente polipeptidice
care interactioneaza pentru a forma un complex, in special un complex heterodimeric,
desi cazurile operative pot utiliza, de asemenea, o pereche de interactiune care poate
forma un complex homodimeric. Un membru al perechii de interactiune poate fi
fuzionat cu o polipeptida ALK4 sau ActRIIB asa cum este descris aici, incluzand, de
exemplu, o secventa polipeptidica cuprinzand, constand in esenta sau constand dintr-
o secventa de aminoacizi care este cel putin de 70%, 75%, 80 %, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identica
cu secventa oricareia dintre SEQ ID NO: 2, 3, 5, 6, 101 si 103. O pereche de
interactiune poate fi selectatd pentru a conferi o proprietate/activitate imbunatatita,
cum ar fi cresterea timpului de Tnjumatatire serica sau pentru a actiona un adaptor pe
care este atasat un alt fragment pentru a oferi o proprietate/activitate imbunatatita. De
exemplu, o portiune de polietilen glicol poate fi atasata la una sau la ambele
componente ale unei perechi de interactiune pentru a oferi o proprietate/activitate
imbunatatita, cum ar fi un timp de injumatatire serica imbunatatit.

Primul si al doilea membru al perechii de interactiune pot fi o pereche asimetrica,
ceea ce inseamna ca membrii perechii se asociaza preferential intre ei, mai degraba
decat sa se auto-asocieze. in consecinta, primul si al doilea membru al unei perechi
de interactiune asimetrica se pot asocia pentru a forma un complex heterodimeric
(vezi, de exemplu, Figura 22). Alternativ, perechea de interactiune poate fi neghidata,
ceea ce inseamna ca membrii perechii se pot asocia intre ei sau se pot auto-asocia
fara preferinte substantiale si, prin urmare, pot avea aceleasi secvente de aminoacizi
sau unele diferite. in consecinta, primul si al doilea membru al unei perechi de
interactiune neghidata se pot asocia pentru a forma un complex homodimeric sau un
complex heterodimeric. Optional, primul membru al perechii de interactiune (de
exemplu, o pereche asimetrica sau o pereche de interactiune neghidata) se asociaza
covalent cu al doilea membru al perechii de interactiune. Optional, primul membru al
perechii de interactiune (de exemplu, o pereche asimetrica sau o pereche de
interactiune neghidata) se asociaza non-covalent cu al doilea membru al perechii de
interactiune.
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Ca exemple specifice, prezenta dezvaluire reda proteine de fuziune care
cuprind ALK4 sau ActRIIB fuzionate la o polipeptida cuprinzand un domeniu constant
al unei imunoglobuline, cum ar fi un domeniu CH1, CH2 sau CH3 derivat din IgG1,
lgG2, 1gG3 si/sau 1gG4 uman, care a fost modificat pentru a promova formarea
heteromultimerilor. O problema care apare in productia pe scara larga de proteine
asimetrice pe baza de imunoglobulina dintr-o singura linie celulara este cunoscuta sub
numele de "problema asocierii lantului". Asa cum se confrunta in mod evident productia
de anticorpi bispecifici, problema asocierii lantului se refera la provocarea de a produce
eficient o proteina multi-lant dorita din combinatiile multiple care rezulta inerent atunci
cand diferite lanturi grele si/sau lanturi usoare sunt produse intr-o singura linie celulara
[Klein si colab (2012) mAbs 4:653-663]. Aceasta problema este cea mai acuta atunci
cand doua lanturi grele diferite si doua lanturi usoare diferite sunt produse in aceeasi
celula, caz in care exista un total de 16 combinatii posibile de lanturi (desi unele dintre
acestea sunt identice) atunci cand se doreste, tipic, una. Cu toate acestea, acelasi
principiu explica randamentul scazut al unei proteine de fuziune cu mai multe lanturi
dorita, care incorporeaza numai doua lanturi grele diferite (asimetrice).

Sunt cunoscute in domeniu diferite metode care maresc asocierea dorita a
lanturilor polipeptidice de fuziune care contin Fc intr-o singura linie celulara pentru a
produce o proteina de fuziune asimetrica, preferata, cu randamente acceptabile [Klein
si colab (2012) mAbs 4:653-663; si Spiess si colab (2015) Molecular Immunology
67(2A): 95-106]. Metodele de a se obtine asocierea dorita a lanturilor care contin Fc
includ, dar nu se limiteaza la, asocierea pe baza de sarcina (directionare
electrostatica), asocierea sterica "butoane-in-butonierd", asocierea SEEDbody si
asocierea cu fermoar de leucina [Ridgway si colab. (1996) Protein Eng 9: 617-621;
Merchant si colab. (1998) Nat Biotech 16: 677-681; Davis si colab. (2010) Protein Eng
Des Sel 23: 195-202; Gunasekaran si colab. (2010); 285: 19637-19646; Wranik si
colab. (2012) J Biol Chem 287: 43331-43339; US5932448; WO 1993/011162; WO
2009/089004, si WO 2011/034605]. Asa cum este descris aici, aceste metode pot fi
utilizate pentru a genera complecsi heteromultimeri ALK4-Fc:ActRIIB-Fc. Vezi, de
exemplu, Figura 23.

Heteromultimerii ALK4:ActRIIB si metoda de fabricare a acestor heteromultimeri
au fost dezvaluite anterior. Vezi, de exemplu, WO 2016/164497.

Se intelege ca diferite elemente ale proteinelor de fuziune (de exemplu, proteine
de fuziune Fc de imunoglobulind) pot fi aranjate in orice mod care este in concordanta
cu functionalitatea doritd. De exemplu, un domeniu de polipeptida ActRIl (sau
polipeptida ALK4) poate fi plasat C-terminal intr-un domeniu heterolog sau, alternativ,
un domeniu heterolog poate fi plasat C-terminal intr-un domeniu de polipeptida ActRII
(sau polipeptida ALK4). Domeniul polipeptidic ActRIl (sau polipeptida ALK4) si
domeniul heterolog nu trebuie sa fie adiacente intr-o proteind de fuziune si domenii
suplimentare sau secvente de aminoacizi pot fi incluse C- sau N-terminal fie in
domeniu, fie intre domenii.

De exemplu, o proteina de fuziune a receptorului de ActRIl (sau ALK4) poate
cuprinde o secventa de aminoacizi asa cum este stabilit in formula A-B-C. Portiunea
B corespunde unui domeniu polipeptidic ActRIl (sau ALK4). Portiunile A si C pot fi
independent zero, unul sau mai multi aminoacizi si atat portiunile A cat si C atunci cand
sunt prezente sunt heteroloage fata de B. Portiunile A si/sau C pot fi atasate la
portiunea B printr-o secventa linker. Un linker poate fi bogat in glicina (de exemplu, 2-
10, 2-5, 2-4, 2-3 resturi de glicind) sau resturi de glicina si prolina si poate, de exemplu,
sa contina o singura secventa de treonina/serina si glicina sau secvente repetate de
treonina/serina si/sau glicina, de exemplu, GGG (SEQ ID NO: 19), GGGG (SEQ ID
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NO: 20), TGGGG (SEQ ID NO: 21), SGGGG (SEQ ID NO: 22), TGGG (SEQ ID NO:
23), SGGG (SEQ ID NO : 24), sau GGGGS (SEQ ID NO: 25) singleturi, sau repetitii.
In anumite cazuri, o proteina de fuziune ActRIl (sau ALK4) cuprinde o secventa de
aminoacizi asa cum este stabilitd in formula A-B-C, in care A este o secventa lider
(semnal), B consta dintr-un domeniu polipeptidic ActRIl (sau ALK4) si C este o portiune
polipeptidica care imbunatateste una sau mai multe dintre stabilitate in vivo, timpul de
injumatatire in vivo, absorbtia/administrarea, localizarea sau distributia tesutului,
formarea complecsilor proteici si/sau purificarea. In anumite cazuri, o proteina de
fuziune ActRII (sau ALK4) cuprinde o secventa de aminoacizi asa cum este stabilita in
formula A-B-C, in care A este o secventa lider TPA, B consta dintr-un domeniu
polipeptidic al receptorului de ActRIl (sau ALK4) si C este un domeniul Fc al
imunoglobulinei. Proteinele de fuziune preferate cuprind secventa de aminoacizi
prezentata in oricare dintre SEQ ID NO: 32, 36, 39, 40, 42, 45, 46, 48, 69, 74, 77, 78,
108, 110, 111, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 120, 122 si 124.

In cazuri preferate, polipeptidele ActRIl, polipeptidele ALK4 si heteromultimerii
ALK4:ActRIIB care trebuie utilizati in conformitate cu metodele descrise aici sunt
polipeptide izolate. Asa cum se utilizeaza aici, o proteina sau polipeptida izolata este
una care a fost separatd de o components a mediului sdu natural. In unele cazuri, o
polipeptida conform dezvaluirii este purificata pana la o puritate mai mare de 95%,
96%, 97%, 98% sau 99%, determinata prin, de exemplu, electroforetic (de exemplu,
SDS-PAGE, focalizare izoelectrica (IEF), electroforeza capilara) sau cromatografica
(de exemplu, schimb de ioni sau HPLC cu faza inversa). Metodele de evaluare a
puritatii sunt bine cunoscute in domeniu [vezi, de exemplu, Flatman si colab., (2007)
J. Chromatogr. B 848:79-87]. In unele cazuri, polipeptidele ActRII, polipeptidele ALK4
si heteromultimerii ALK4:ActRIIB care trebuie utilizati in conformitate cu metodele
descrise aici sunt polipeptide recombinate.

Polipeptidele ActRII, polipeptidele ALK4 si heteromultimerii ALK4:ActRIIB
conform dezvaluirii pot fi produsi printr-o varietate de tehnici cunoscute in domeniu. De
exemplu, polipeptidele din dezvaluire pot fi sintetizate folosind tehnici standard de
chimie a proteinelor, precum cele descrise in Bodansky, M. Principles of Peptide
Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) si Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A
User's Guide, W. H. Freeman si Company, New York (1992). In plus, sintetizatoare
automatizate de peptide sunt disponibile comercial (de exemplu, Advanced ChemTech
Model 396; Milligen/Biosearch 9600). Alternativ, polipeptidele din dezvaluire, inclusiv
fragmente sau variante ale acestora, pot fi produse recombinant folosind diverse
sisteme de exprimare [de exemplu, E. coli, celule ovariene de hamster chinezesc
(CHO), celule COS, baculovirus] asa cum este bine cunoscut in domeniu. intr-un alt
caz, polipeptidele modificate sau nemodificate conform dezvaluirii pot fi produse prin
digestia polipeptidelor ActRIl cu lungime completa produse recombinant utilizand, de
exemplu, o proteaza, de exemplu, tripsina, termolizina, chimotripsina, pepsina sau
enzima de conversie aminoacizi bazici pereche (PACE). Analiza computerizata
(folosind un software disponibil comercial, de exemplu, MacVector, Omega, PCGene,
Molecular Simulation, Inc.) poate fi utilizata pentru a identifica situsurile de scindare
proteolitica. Alternativ, astfel de polipeptide pot fi produse din polipeptide ActRIl sau
ALK4 generate recombinant cu lungime completa folosind clivajul chimic (de exemplu,
bromura de cianogen, hidroxilamina etc.).
3. Acizi nucleici care codifica polipeptide ActRIl si ALK4 si variante ale acestora

in anumite cazuri, prezenta dezvaluire redd acizi nucleici izolati si/sau
recombinanti care codifica polipeptide ActRIl si/sau ALK4 (inclusiv fragmente, variante
functionale si proteine de fuziune ale acestora). De exemplu, SEQ ID NO: 7 codifica o
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polipeptida precursoare de ActRIIB uman care apare in mod natural (varianta R64
descrisa mai sus), in timp ce SEQ ID NO: 8 codifica domeniul extracelular procesat al
ActRIIB (varianta R64 descrisa mai sus). Acizii nucleici care fac subiectul de fata pot fi
monocatenari sau bicatenari. Astfel de acizi nucleici pot fi molecule de ADN sau ARN.
Acesti acizi nucleici pot fi utilizati, de exemplu, in metode pentru obtinerea
polipeptidelor capcana de ligand pe baza de ActRIl asa cum este descris aici.

Asa cum se utilizeaza aici, acidul (acizii) nucleic(i) (izolat(i) se refera la o
molecula de acid nucleic care a fost separata de o componenta a mediului sau natural.
Un acid nucleic izolat include o molecula de acid nucleic continuta in celule care contin
in mod obisnuit molecula de acid nucleic, dar molecula de acid nucleic este prezenta
extracromozomial sau intr-o locatie cromozomiala diferitéa de locatia sa cromozomiala
naturala.

In anumite cazuri, acizii nucleici care codifica polipeptidele ActRIl sau ALK4
conform dezvaluirii se inteleg ca incluzand acizi nucleici care sunt variante ale oricareia
dintre SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43, 49, 70, 71, 72, 73, 75, 76, 80, 81, 82, 83, 84,
102, 103, 106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135. Secventele de nucleotide variabile
includ secvente care difera de unul sau mai multe substitutii, aditii sau deletii de
nucleotide incluzand variante alelice si, prin urmare, vor include secventa de codificare
care difera de secventa nucleotidicd desemnata in oricare dintre SEQ ID NO: 7, 8, 12,
13, 37,43,49,70,71,72,73, 75, 76, 80, 81, 82, 83, 84, 102, 103, 106, 107, 109, 112,
119, 121, 123 si 135.

In anumite cazuri, polipeptidele ActRIl sau ALK4 conform dezvaluirii sunt
codificate de secvente de acid nucleic izolate si/sau recombinante care sunt cel putin
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
100% identice cu oricare dintre SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43,49, 70,71, 72,73, 75,
76, 80, 81, 82, 83, 84, 102, 103, 106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135. Un specialist
in domeniu va aprecia acele secvente de acid nucleic care sunt cel putin 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identice
cu secvente complementare la SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43, 49,70, 71, 72, 73, 75,
76, 80, 81, 82, 83, 84, 102, 103, 106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135, si variante
ale acestora, fac parte, de asemenea, din scopul prezentei dezvaluiri. In alte cazuri,
secventele de acid nucleic conform dezvaluirii pot fi izolate, recombinante si/sau
fuzionate cu o secventa de nucleotide heteroloage sau intr-o biblioteca de ADN.

In alte cazuri, acizii nucleici conform prezentei dezvaluiri includ, de asemenea,
secvente de nucleotide care hibridizeaza in conditii foarte stringente cu secventa de
nucleotide desemnata in SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43, 49, 70, 71, 72, 73, 75, 76,
80, 81, 82, 83, 84, 102, 103, 106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135, complementeaza
secventele SEQ ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43, 49, 70, 71, 72, 73, 75, 76, 80, 81, 82, 83,
84, 102, 103, 106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135, sau fragmente ale acestora.
Dupa cum a fost discutat mai sus, un specialist in domeniu va intelege cu usurinta ca,
conditiile adecvate de stringenta care promoveaza hibridizarea ADN pot fi variate. Un
specialist in domeniu va intelege cu usurinta ca conditiile adecvate de stringenta care
promoveaza hibridizarea ADN pot fi variate. De exemplu, s-ar putea efectua
hibridizarea la 6,0 x clorura de sodiu/citrat de sodiu (SSC) la aproximativ 45°C, urmata
de o spalare cu 2,0 x SSC la 50°C. De exemplu, concentratia de sare in etapa de
spalare poate fi selectata dintr-o stringenta scazuta de aproximativ 2,0 x SSC la 50°C
pana la o stringenta ridicata de aproximativ 0,2 x SSC la 50°C. in plus, temperatura in
etapa de spalare poate fi crescuta de la conditii de stringentd scazuta la temperatura
camerei, aproximativ 22°C, la conditii de stringenta ridicata la aproximativ 65°C. Atat
temperatura cat si sarea pot fi variate sau temperatura sau concentratia de sare pot fi
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mentinute constante in timp ce cealaltd variabild este schimbatd. intr-un caz,
dezvaluirea furnizeaza acizi nucleici care hibridizeaza in conditii de stringenta scazuta
de 6 x SSC la temperatura camerei, urmata de o spalare la 2 x SSC la temperatura
camerei.

Acizii nucleici izolati care difera de acizii nucleici asa cum este stabilit in SEQ
ID NO: 7, 8, 12, 13, 37, 43, 49, 70, 71, 72, 73, 75, 76, 80, 81, 82, 83, 84, 102, 103,
106, 107, 109, 112, 119, 121, 123 si 135 la degenerarea in codul genetic fac parte, de
asemenea, din scopul dezvaluirii. De exemplu, un numar de aminoacizi sunt desemnati
prin mai mult de un triplet. Codonii care specifica acelasi aminoacid sau sinonime (de
exemplu, CAU si CAC sunt sinonime pentru histidind) pot avea ca rezultat mutatii
"silentioase" care nu afecteaza secventa de aminoacizi a proteinei. Cu toate acestea,
este de asteptat ca polimorfisme ale secventei ADN care conduc la modificari ale
secventelor de aminoacizi ale proteinelor subiect vor exista printre celulele de
mamifere. Un specialist in domeniu va aprecia ca aceste variatii intr-una sau mai multe
nucleotide (pana la aproximativ 3-5% din nucleotide) ale acizilor nucleici care codifica
o anumita proteina pot exista intre indivizii unei specii date datorita variatiei alelice
naturale. Oricare si toate astfel de variatii de nucleotide si polimorfismele rezultate ale
aminoacizilor fac parte din scopul acestei dezvaluiri.

In anumite cazuri, acizii nucleici recombinanti conform prezentei dezvaluiri pot
fi legati in mod operational de una sau mai multe secvente de nucleotide reglatoare
intr-un construct de exprimare. Secventele de nucleotide reglatoare vor fi in general
adecvate pentru celula gazda utilizata pentru exprimare. Numeroase tipuri de vectori
de exprimare corespunzatori si secvente reglatoare adecvate sunt cunoscute in
domeniu si pot fi utilizate intr-o varietate de celule gazda. De obicei, una sau mai multe
secvente de nucleotide reglatoare pot include, dar nu sunt limitate la, secvente
promotor, secvente lider sau semnal, situsuri de legare ribozomala, secvente de
pornire si de terminare transcriptionale, secvente de pornire si terminare translationale
si secvente de amplificator sau activator. Promotorii constitutivi sau inductibili,
cunoscuti in domeniu, sunt luati in considerare in dezvaluire. Promotorii pot fi fie
promotori naturali, fie promotori hibrizi care combina elemente ale mai multor
promotori. Un construct de exprimare poate fi prezent intr-o celula pe un episom, cum
ar fi o plasmid&, sau constructul de exprimare poate fi inserat intr-un cromozom. in
unele cazuri, vectorul de exprimare contine o gena marker selectabila pentru a permite
selectarea celulelor gazda transformate. Genele marker selectabile sunt bine
cunoscute in domeniu si pot varia in functie de celula gazda utilizata.

In anumite cazuri, acidul nucleic care este subiectul dezvaluirii de aici este
furnizat intr-un vector de exprimare cuprinzand o secventa de nucleotide care codifica
o polipeptida ActRII si/sau ALK4 si este legata operational cel putin de o secventa
reglatoare. Secventele reglatoare sunt recunoscute in domeniu si sunt selectate pentru
exprimarea directa a polipeptidei ActRIl si/sau ALK4. In consecinta, termenul secventa
reglatoare include promotori, amplificatori si alte elemente de control a exprimarii.
Secvente reglatoare exemplare sunt descrise Tn Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). De
exemplu, oricare dintre o mare varietate de secvente de control a exprimarii care
controleaza exprimarea unei secvente de ADN atunci cand este legata operativ de
aceasta poate fi utilizatd in acesti vectori pentru a exprima secvente de ADN care
codificd o polipeptida ActRIl si/sau ALK4. Astfel de secvente de control utile a
exprimarii includ, de exemplu, promotorii timpurii si tardivi ai SV40, promotorul tet,
promotorul timpuriu imediat de adenovirus sau citomegalovirus, promotorii RSV,
sistemul lac, sistemul trp, sistemul TAC sau TRC, promotorul T7 a carui exprimare este
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directionata de ARN polimeraza T7, principalele regiuni de operator si promotor ale
fagului lambda, regiunile de control pentru proteina de acoperire fd, promotorul pentru
3-fosfoglicerat kinaza sau alte enzime glicolitice, promotori ai fosfatazei acide, de
exemplu, Pho5, promotorii factorilor a de imperechere a drojdiei, promotorul poliedru
al sistemului de baculovirus si alte secvente cunoscute pentru controlul exprimarii
genelor celulelor procariote sau eucariote sau a virusurilor acestora si a diverselor
combinatii ale acestora. Ar trebui sa se inteleaga ca proiectarea vectorului de
exprimare poate depinde de factori precum alegerea celulei gazda care urmeaza sa
fie transformata si/sau tipul de proteind care se doreste a fi exprimata. Mai mult, ar
trebui luate in considerare si numarul copiei vectorului, capacitatea de a controla acel
numar de copiere sSi exprimarea oricarei alte proteine codificate de vector, cum ar fi
markerii antibiotici.

Un acid nucleic recombinant conform prezentei dezvaluiri poate fi produs prin
ligarea genei clonate sau a unei portiuni a acesteia, intr-un vector adecvat pentru
exprimare fie in celule procariote, fie in celule eucariote (drojdie, aviara, insecta sau
mamifer), fie ambele. Vehiculele de exprimare pentru producerea unei polipeptide
ActRIlI recombinante si/sau ALK4 includ plasmide si alti vectori. De exemplu, vectorii
adecvati includ plasmide de urmatoarele tipuri: plasmide derivate din pBR322,
plasmide derivate din pEMBL, plasmide derivate din pEX, plasmide derivate din pBTac
si plasmide derivate din pUC pentru exprimare in celule procariote, cum ar fi E coli.

Unii vectori de exprimare a mamiferelor contin atat secvente procariote pentru
a facilita propagarea vectorului in bacterii, cat si una sau mai multe unitati de
transcriptie eucariote care sunt exprimate in celule eucariote. Vectorii derivati de
pcADNI/amp, pcADNI/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2,
pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo si pHyg sunt exemple de vectori de exprimare de
mamifere adecvate pentru transfectia celulelor eucariote. Unii dintre acesti vectori sunt
modificati cu secvente din plasmide bacteriene, cum ar fi pBR322, pentru a facilita
replicarea si selectarea rezistentei la medicamente atat in celulele procariote, cat si in
celulele eucariote. Alternativ, derivatii de virusuri precum virusul papilomului bovin
(BPV-1) sau virusul Epstein-Barr (pHEBo, derivat din pREP si p205) pot fi utilizati
pentru exprimarea tranzitorie a proteinelor in celulele eucariote. Exemple de alte
sisteme de exprimare virale (inclusiv retrovirale) pot fi gasite mai jos in descrierea
sistemelor de administrare a terapiei genice. Diferitele metode utilizate in prepararea
plasmidelor si in transformarea organismelor gazda sunt bine cunoscute in domeniu.
Pentru alte sisteme de exprimare adecvate atat pentru celulele procariote, cat si pentru
celulele eucariote, precum si pentru procedurile generale recombinante, vezi, de
exemplu, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by Sambrook, Fritsch
si Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001). in unele cazuri, poate fi de
dorit sa se exprime polipeptidele recombinate prin utilizarea unui sistem de exprimare
a baculovirusului. Exemple de astfel de sisteme de exprimare a baculovirusului includ
vectori derivati de pVL (cum ar fi pVL1392, pVL1393 si pVL941), vectori derivati de
pAcUW (cum ar fi pAcUW1) si vectori derivati de pBlueBac (cum ar fi -gal care contine
pBlueBac Ill).

Intr-un caz preferat, un vector va fi proiectat pentru producerea polipeptide
ActRIl si/sau ALK4 in cauzad in celule CHO, cum ar fi un vector Pcmv-Script
(Stratagene, La Jolla, Calif.), vectori pcADN4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) si vectori
pCl-neo (Promega, Madison, Wisc.). Dupa cum va fi evident, constructii genei in cauza
pot fi utilizati pentru a provoca exprimarea polipeptidelor ActRIl in cauza in celule
propagate in cultura, de exemplu, pentru a produce proteine, inclusiv proteine de
fuziune sau variante de proteine, pentru purificare.
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Aceasta dezvaluire se refera, de asemenea, la o celula gazda transfectata cu o
gena recombinanta care include o secventa de codificare pentru una sau mai multe
dintre polipeptidele ActRII si/sau ALK4 in cauza. Celula gazda poate fi orice celula
procariota sau eucariota. De exemplu, o polipeptida ActRIl si/sau ALK4 conform
dezvaluirii poate fi exprimata in celule bacteriene, cum ar fi E coli, celule de insecte
(de exemplu, folosind un sistem de exprimare baculovirus), drojdie sau celule de
mamifere [de exemplu, o linie celulara de ovar de hamster chinezesc (CHO)]. Alte
celule gazda adecvate sunt cunoscute specialistilor in domeniu.

In consecinta, prezenta dezvaluire se referd in continuare la metode de
producere a polipeptidelor ActRIl si/sau ALK4 in cauza. De exemplu, o celula gazda
transfectata cu un vector de exprimare care codifica o polipeptida ActRIl si/sau ALK4
poate fi cultivata in conditii adecvate pentru a permite exprimarea polipeptidei ActRII
si/sau ALK4. Polipeptida poate fi secretata si izolatad dintr-un amestec de celule si
mediu care contine polipeptida. Alternativ, polipeptida ActRIl si/sau ALK4 poate fi
retinutd citoplasmatic sau intr-o fractie de membrana si celulele recoltate, lizate si
proteina izolata. O cultura celulara include celule gazda, medii si alte produse
secundare. Mediile adecvate pentru cultura celulelor sunt bine cunoscute in domeniu.
Polipeptidele in cauza pot fi izolate din mediul de cultura celulara, celulele gazda sau
ambele, utilizand tehnici cunoscute in domeniu pentru purificarea proteinelor, inclusiv
cromatografia cu schimb de ioni, cromatografia de filtrare pe gel, ultrafiltrarea,
electroforeza, purificarea prin imunoafinitate cu anticorpi specifici pentru epitopii
particulari ai polipeptidelor ActRIl si/sau ALK4 si purificarea prin afinitate cu un agent
care se leaga la un domeniu fuzionat la polipeptida ActRIl (de exemplu, o coloana A
de proteina poate fi utilizata pentru purificarea unei proteine de fuziune ActRII-Fc si/sau
ALK4-Fc). In unele cazuri, polipeptida ActRII si/sau ALK4 este o proteina de fuziune
care contine un domeniu care faciliteaza purificarea acesteia.

In unele cazuri, purificarea se efectueaza printr-o serie de etape de
cromatografie pe coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai multe dintre
urmatoarele, in orice ordine: cromatografie cu proteina A, cromatografie cu sefaroza
Q, cromatografie cu fenilsefaroza, cromatografie cu excludere dimensionala si
cromatografie cu schimb de cationi. Purificarea ar putea fi completata cu filtrare virala
si schimb de tampon. O proteina ActRII si/sau ALK4 poate fi purificata la o puritate de
>90%, >95%, >96%, >98% sau >99%, determinata prin cromatografie de excludere
dimensionala si >90%, >95%, >96%, >98% sau >99% determinata prin SDS PAGE.
Nivelul tintd de puritate ar trebui sa fie unul suficient pentru a se obtine rezultatele
dorite in sistemele de mamifere, in special primate neumane, rozatoare (soareci) si
oameni.

Intr-un alt caz, o gen& de fuziune care codificad o secventa lider de purificare,
cum ar fi o secventd a situsului de scindare poli-(His)/enterokinaza la capatul N-
terminal al portiunii dorite a polipeptidei ActRIl si/sau ALK4 recombinante, poate
permite purificarea proteina de fuziune exprimata prin cromatografie de afinitate
folosind o rasina metalica Ni?*. Secventa lider de purificare poate fi apoi indepartata
ulterior prin tratament cu enterokinaza pentru a furniza polipeptida ActRIl si/sau ALK4
purificata. Vezi, de exemplu, Hochuli si colab. (1987) J. Chromatography 411:177; si
Janknecht si colab. (1991) PNAS USA 88:8972.

Tehnicile de obtinere a genelor de fuziune sunt bine cunoscute. In esents,
imbinarea diferitelor fragmente de ADN care codifica diferite secvente de polipeptide
se realizeaza in conformitate cu tehnicile conventionale, folosind capete terminale
terminate tesit sau cu capete terminate in trepte pentru ligare, digestie a enzimei de
restrictie pentru a asigura capete adecvate, completarea capetelor coezive dupa caz,
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tratament cu fosfataza alcalina pentru evitarea imbinarii nedorite si ligatura enzimatica.
Intr-un alt caz, gena de fuziune poate fi sintetizata prin tehnici conventionale, inclusiv
sintetizatoare automate de ADN. Alternativ, amplificarea PCR a fragmentelor genetice
poate fi realizata utilizand primeri ancora care dau nastere unor iesituri complementare
intre doua fragmente de gene consecutive care pot fi ulterior recoapte pentru a genera
o secventa genica himerica. Vezi, de exemplu, Current Protocols in Molecular Biology,
eds. Ausubel si colab., John Wiley & Sons: 1992.

4. Antagonisti ai anticorpilor

In anumite cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in
conformitate cu metodele si utilizarile dezvaluite aici este un anticorp (anticorp
antagonist de GDF/BMP), sau o combinatie de anticorpi. Un anticorp antagonist de
GDF/BMP sau o combinatie de anticorpi se poate lega, de exemplu, la unul sau mai
multi liganzi de ActRII (de exemplu, activina, GDF8, GDF11, BMP6, BMP15, BMP10
si/sau GDF3), receptor de ActRIl (ActRIIA si/sau ActRIIB), receptor de tip | (ALK4,
ALKS si/sau ALK7) si/sau co-receptor. Asa cum este descris aici, anticorpii antagonist
de GDF/BMP pot fi utilizati, singuri sau in combinatie cu una sau mai multe terapii de
sustinere sau agenti activi, pentru a trata, preveni sau reduce rata de progresare si/sau
severitatea hipertensiunii pulmonare (PH), in special tratarea, prevenirea sau
reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii uneia sau mai multor complicatii
asociate cu PH.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin activina (de exemplu, activina A, activina
B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, si/sau
activina BE). Prin urmare, in unele cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o
combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la activina. Asa cum se utilizeaza aici, un
anticorp de activina (sau anticorp anti-activina) se refera, in general, la un anticorp
care se leaga la activina cu o afinitate suficienta, astfel incat anticorpul este util ca
agent de diagnostic si/sau terapeutic in activarea tintirii. in anumite cazuri, gradul de
legare a unui anticorp de activina la o proteina non-activina, neinrudita, este mai mica
de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau mai mica de aproximativ
1% din legarea anticorpului la activina masurata, de exemplu, printr-o analiza
radioimunologica (RIA), Biacore sau alte interactiuni proteice sau analize de afinitate
de legare. in anumite cazuri, un anticorp de activina se leaga la un epitop al activinei
care este conservat printre activina din diferite specii. In anumite cazuri preferate, un
anticorp anti-activind se leaga la activina umana. In unele cazuri, un anticorp de
activina poate inhiba legarea activinei de un receptor de tip | si/sau de tip Il (de
exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALKY7) si astfel inhiba semnalizarea
mediat& de activina (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp de
activina poate inhiba activina de legarea la un co-receptor de ActRII si astfel poate
inhiba semnalizarea mediata de activina (de exemplu, semnalizarea Smad). Trebuie
remarcat faptul ca activina A are o secventd omoloaga similara cu activina B si, prin
urmare, anticorpii care se leaga la activina A, in unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba
activina B, care se aplica de asemenea si anticorpilor anti-activina B. In unele cazuri,
dezvaluirea se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si
utilizari ale acestuia, care se leaga la activina si se leaga in continuare de, de exemplu,
unul sau mai multi liganzi GDF/BMP suplimentari [de exemplu, GDF11, GDF8, GDF3,
BMP15, BMP10 si BMP6], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori de tip Il
(de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7) si/sau unul sau mai multi co-
receptorii. In unele cazuri, un anticorp multispecific care se leaga la activind nu se
leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se leaga la BMP9 cu o Kb
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mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1
x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). In unele cazuri, un anticorp multispecific care se
leaga la activind nu se leaga sau nu se leaga substantial de activina A (de exemplu,
se leaga la activina A cu o Kp mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ
modest&, de exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele
cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de activina si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga la, de exemplu, unul sau mai multi liganzi suplimentari ai
superfamiliei GDF/BMP [de exemplu, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6 si BMP15], unul
sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB,
ALK4, ALK5 si/sau ALK7) si/sau unul sau mai multi co-receptori. in unele cazuri, o
combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp de activina nu cuprinde un anticorp
de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp activind
nu cuprinde un anticorp de activina A.

in anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin activina B. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de anticorpi se leaga cel putin
la activina B. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de activina B (sau anticorp anti-
activina B) se refera in general la un anticorp care se leaga la activina B cu o afinitate
suficienta, astfel incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in
tintirea activinei B. In anumite cazuri, gradul de legare a unui anticorp de activina B la
o proteina non-activina B, care nu este inrudita cu aceasta, este mai mic de aproximativ
10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau mai putin de aproximativ 1% din legarea
anticorpului la activina masurat, de exemplu, printr-o analiza radioimunologica (RIA),
Biacore sau alte interactiuni proteice sau analizi de afinitate de legare. In anumite
cazuri, un anticorp de activina B se leaga la un epitop al activinei B care este conservat
printre activina B din diferite specii. In anumite cazuri preferate, un anticorp anti-
activina B se leaga la activina umana B. Tn unele cazuri, un anticorp de activina B poate
inhiba legarea activinei B de un receptor de tip | si/sau de tip Il (de exemplu, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si astfel inhiba semnalizarea mediata de activata B
(de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp de activind B poate
inhiba legarea activinei B la un co-receptor si astfel poate inhiba semnalizarea mediata
de activina B (de exemplu, semnalizarea Smad). Trebuie remarcat faptul ca activina B
are o omologie de secventa similara cu activina A si, prin urmare, anticorpii care se
leaga la activina B, Tn unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba activina A. In unele cazuri,
dezvaluirea se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si
utilizarile acestuia, care se leaga la activina B si se leaga in continuare, de exemplu,
la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP suplimentari [de exemplu, GDF11, GDF8,
GDF3, BMP15, BMP10 si BMP6], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptorii. In unele cazuri, un anticorp multispecific care se leaga la activina B
nu se leaga sau nu se leaga substantial la BMP9 (de exemplu, se leaga la BMP9 cu o
Kb mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ
1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10 M). Tn unele cazuri, un anticorp multispecific care
se leaga la activina B nu se leaga sau nu se leaga substantial de activina A (de
exemplu, se leaga la activina A cu o Kp mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura
relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in
unele cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si la utilizarile acestora,
in care combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de activina B si unul sau mai multi
anticorpi suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de



e 2019 0695

GDF/BMP suplimentari [de exemplu, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP10 si BMP15],
unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALK5 si/sau ALK7) si/sau unul sau mai multi co-receptorii. in unele
cazuri, o0 combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp de activina B nu cuprinde
un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un
anticorp de activina B nu cuprinde un anticorp de activina A.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi, este un anticorp care inhiba cel putin GDF8. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la
GDF8. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de GDF8 (sau anticorp anti-GDF8) se
refera in general la un anticorp care se leaga la GDF8 cu o afinitate suficienta, astfel
incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea GDF8. in
anumite cazuri, gradul de legare a unui anticorp de GDF8 la o proteina non-GDF8,
neinrudita, este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau
mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la GDF8 masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteica sau
analiza de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp de GDF8 se leaga la un
epitop al GDF8 care este conservat printre GDF8 printre diferite specii. In anumite
cazuri preferate, un anticorp anti-GDF8 se leaga la GDF8 uman. In unele cazuri, un
anticorp de GDF8 poate inhiba legarea GDF8 de un receptor de tip | si/sau de tip Il (de
exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si astfel inhibd semnalizarea
mediatd de GDF8 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp de
GDFS8 poate inhiba legarea GDF8 la un co-receptor si astfel poate inhiba semnalizarea
mediata de GDF8 (de exemplu, semnalizarea Smad). Trebuie remarcat faptul ca GDF8
are o omologie ridicata a secventei cu GDF11 si, prin urmare, anticorpii care se leaga
la GDFS8, in unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba GDF11. in unele cazuri, dezvéluirea
se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si la utilizarile
acestuia, care se leaga la GDF8 si se leaga in plus de, de exemplu, unul sau mai multi
liganzi de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina
C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDF11,
GDF3, BMP15, BMP10 si BMP6], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptori. in unele cazuri, un anticorp multispecific care se leaga la GDF8 nu
se leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se leaga la BMP9 cu o Kb
mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, de aproximativ
1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10 M). In unele cazuri, un anticorp multispecific care
se leaga la GDF8 nu se leagéa sau nu se leaga substantial de activina A (de exemplu,
se leaga la activina A cu o Ko mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ
modest&, de exemplu, de aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele
cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de GDF8 si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP
suplimentari [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDF11,
GDF3, BMP6, BMP10 si BMP15], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptori. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp
de GDF8 nu cuprinde un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi
care cuprinde un anticorp de GDF8 nu cuprinde un anticorp de activina A.
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In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de
anticorpi, este un anticorp care inhiba cel putin GDF11. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin
la GDF11. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de GDF11 (sau anticorp anti-GDF11)
se refera in general la un anticorp care se leaga la GDF11 cu o afinitate suficienta,
astfel incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea
GDF11. In anumite cazuri, gradul de legare a unui anticorp de la o proteind non-GDF11
neinrudita, este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2 %, sau
mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la GDF11 masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alte interactiuni proteice sau o
analiza de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp de GDF11 se leaga la un
epitop al GDF11 care este conservat printre GDF11 din diferite specii. in anumite
cazuri preferate, un anticorp anti-GDF11 se leaga la GDF11 uman. Tn unele cazuri, un
anticorp de GDF11 poate inhiba legarea GDF11 de un receptor de tip | si/sau de tip Il
(de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si astfel inhiba semnalizarea
mediatd de GDF11 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp
GDF11 poate inhiba legarea GDF11 de un co-receptor si astfel poate inhiba
semnalizarea mediata de GDF11 (de exemplu, semnalizarea Smad). Trebuie remarcat
faptul ca GDF11 are o omologie de secventa ridicata la GDF8 si, prin urmare, anticorpii
care se leaga la GDF11, in unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba GDF8. in unele
cazuri, dezvaluirea se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-
specific) si la utilizarile acestuia, care se leaga la GDF11 si se leaga in continuare, de
exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC,
activina AE, activina BE), GDF8, GDF3, BMP15, BMP10 si BMP6], unul sau mai multi
receptori de tip | si/sau receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS
si/fsau ALK7) si/sau unul sau mai multi co-receptori. in unele cazuri, un anticorp
multispecific care se leaga la GDF11 nu se leaga sau nu se leaga substantial de BMP9
(de exemplu, se leaga la BMP9 cu o Kp mai mare de 1 x 10" M sau are o legatura
relativ modest&, de exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in
unele cazuri, un anticorp multispecific care se leaga la GDF11 nu se leaga sau nu se
leaga substantial de activina A (de exemplu, se leaga la activina A cu o Ko mai mare
de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1 x 108 M
sau aproximativ 1 x 10° M). In unele cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de
anticorpi si la utilizarea acestora, in care combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp
de GDF11 si unul sau mai multi anticorpi suplimentari care se leaga, de exemplu, la
unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP suplimentari [de exemplu, activina (de
exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina
BC, activina AE, activina BE), GDF8, GDF3, BMP6, BMP10 si BMP15], unul sau mai
multi receptori de tip | si/sau receptori de tip |l (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4,
ALKS5 si/sau ALK?7) si/sau unul sau mai multi co-receptori. in unele cazuri, o combinatie
de anticorpi care cuprinde un anticorp GDF11 nu cuprinde un anticorp BMP9. in unele
cazuri, 0 combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp GDF11 nu cuprinde un
anticorp de activina A.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin BMPG6. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la
BMP6. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de BMP6 (sau anticorp anti-BMP6) se
refera in general la un anticorp care se poate lega de BMP6 cu o afinitate suficienta,
astfel incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea BMP6.
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In anumite cazuri, gradul de legare a unui anticorp BMP6 la o proteind non-BMP6
neinrudita, este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau
mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la BMP6 masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alte interactiuni proteice sau o
analizé de afinitate de legare. In anumite cazuri, un anticorp BMP6 se leaga la un
epitop al BMP6 care este conservat printre BMP8 din diferite specii. In anumite cazuri
preferate, un anticorp anti-BMP6 se leaga la BMP6 uman. In unele cazuri, un anticorp
de BMP6 poate inhiba legarea BMP6 la un receptor de tip | si/sau de tip Il (de exemplu,
ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si astfel inhiba semnalizarea mediata de
BMP6 (de exemplu semnalizarea Smad). in unele cazuri, un anticorp de BMP6 poate
inhiba legarea BMP6 de un co-receptor si astfel poate inhiba semnalizarea mediata de
BMP6 (de exemplu, semnalizarea Smad). in unele cazuri, dezvaluirea se refera la un
anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si utilizari ale acestuia, care se
leaga la BMP6 si se leaga in plus, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de
GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina
E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDF8, GDF3,
BMP15, BMP10 si GDF11], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori de tip
Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai multi
co-receptori. In unele cazuri, un anticorp multispecific care se leaga la BMP6 nu se
leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se leaga la BMP9 cu o Kb
mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1
x 108 M sau aproximativ 1 x 10 M). In unele cazuri, un anticorp multispecific care se
leaga la BMP6 nu se leaga sau nu se leaga substantial de activina A (de exemplu, se
leaga la activina A cu o Ko mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta,
de exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele cazuri,
dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp BMP6 si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP
suplimentari [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDFS8,
GDF11, GDF3, BMP10 si BMP15], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptori. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp
de BMP6 nu cuprinde un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi
care cuprinde un anticorp de BMP6 nu cuprinde un anticorp de activina A.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin GDF3. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la
GDF3. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de GDF3 (sau anticorp anti-GDF3) se
refera in general la un anticorp care se poate lega de GDF3 cu o afinitate suficienta,
astfel incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea GDF3.
in anumite cazuri, gradul de legare a unui anticorp de GDF3 la o proteind non-GDF3
neinrudita, este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau
mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la GDF3 masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alte interactiuni proteice sau o
analiza de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp de GDF3 se leagé la un
epitop al GDF3 care este conservat printre GDF3 din diferite specii. in anumite cazuri
preferate, un anticorp anti-GDF3 se leaga la GDF3 uman. in unele cazuri, un anticorp
de GDF3 poate inhiba legarea GDF3 de un receptor de tip | si/sau de tip Il (de exemplu,
ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si astfel inhiba semnalizarea mediata de
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GDF3 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp de GDF3 poate
inhiba legarea GDF3 la un co-receptor si astfel poate inhiba semnalizarea mediata de
GDF3 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, dezvéaluirea se refer& la un
anticorp multispecific (de exemplu, un anticorp bi-specific) si utilizari ale acestuia, care
se leaga la GDF3 si se leaga in continuare, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi
de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDFS8,
BMP6, BMP 15, BMP10 si GDF11], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptori. In unele cazuri, un anticorp multispecific care se leagé la GDF3 nu
se leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se leaga la BMP9 cu o Kb
mai mare de 1 x 10”7 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1
x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele cazuri, un anticorp multispecific care se
leaga la GDF3 nu se leaga sau nu se leaga substantial de activina A (de exemplu, se
leaga la activina A cu o Ko mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta,
de exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele cazuri,
dezvaluirea se referd la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de GDF3 si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP
suplimentari [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE, activina BE), GDF8,
GDF11, BMP6, BMP10 si BMP15], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau receptori
de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul sau mai
multi co-receptori. In unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un anticorp
de GDF3 nu cuprinde un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de anticorpi
care cuprinde un anticorp de GDF3 nu cuprinde un anticorp de activina A.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin BMP15. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin
la BMP15. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de BMP15 (sau anticorp anti-BMP15)
se refera in general la un anticorp care se poate lega la BMP15 cu o afinitate suficienta,
astfel incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea
BMP15. Tn anumite cazuri, gradul de legare al unui anticorp BMP15 la o protein& non-
BMP15 neinrudita este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, sau mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la BMP15 masurata, de
exemplu, printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alte interactiuni proteice
sau o analiza de afinitate de legare. In anumite cazuri, un anticorp de BMP15 se leaga
la un epitop al BMP15 care este conservat printre BMP15 din diferite specii. In anumite
cazuri preferate, un anticorp anti-BMP15 se leaga la BMP15 uman. In unele cazuri, un
anticorp BMP15 poate inhiba legarea BMP15 la un receptor de tip | si/sau tip Il (de
exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7?) si astfel inhibd semnalizarea
mediatd de BMP15 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri, un anticorp de
BMP15 poate inhiba legarea BMP15 la un co-receptor si astfel poate inhiba
semnalizarea mediatd de BMP15 (de exemplu, semnalizarea Smad). in unele cazuri,
dezvaluirea se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si
utilizari ale acestuia, care se leaga la BMP 15 si se leaga in plus, de exemplu, la unul
sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A,
activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si
activina BE), GDF8, GDF11, GDF3, BMP10 si BMP6], unul sau mai multi receptori de
tip | si/sau receptorii de tip 1l (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7)
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si/sau unul sau mai multi co-receptori. In unele cazuri, un anticorp multispecific care
se leaga la BMP15 nu se leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se
leaga la BMP9 cu o Ko mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de
exemplu, aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). In unele cazuri, un
anticorp multispecific care se leaga la BMP15 nu se leaga sau nu se leaga substantial
de activina A (de exemplu, se leaga la activina A cu o Kp mai mare de 1 x 10" M sau
are o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1 x 10 M sau aproximativ 1
x 10 M). in unele cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si la utilizarea
acestora, in care combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de BMP15 si unul sau
mai multi anticorpi suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi
de GDF/BMP suplimentari [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B,
activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE),
GDF8, GDF3 BMP6, BMP10 si GDF11], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau
receptorii de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7) si/sau unul
sau mai multi co-receptori. In unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un
anticorp de BMP15 nu cuprinde un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de
anticorpi care cuprinde un anticorp de BMP15 nu cuprinde un anticorp de activina A.
In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de
anticorpi, este un anticorp care inhiba cel putin BMP10. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin
la BMP10. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de BMP10 (sau anticorp anti-BMP10)
se refera in general la un anticorp care se poate lega la BMP10 cu o afinitate suficienta,
astfel incéat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea
BMP10. In anumite cazuri, gradul de legare al unui anticorp BMP10 la o proteina non-
BMP10 neinrudita este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%,
2%, sau mai mic de aproximativ 1% din legarea anticorpului la BMP10 masurata, de
exemplu, printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteica
sau o analiza de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp BMP10 se leaga la
un epitop al BMP10 care este conservat printre BMP10 din diferite specii. In anumite
cazuri preferate, un anticorp anti-BMP10 se leaga la BMP10 uman. in unele cazuri, un
anticorp BMP10 poate inhiba BMP10 de legarea la un receptor de tip | si/sau tip Il (de
exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7) si astfel poate inhiba
semnalizarea mediatd de BMP10 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri,
un anticorp BMP10 poate inhiba legarea BMP10 la un co-receptor si astfel poate inhiba
semnalizarea mediatd de BMP10 (de exemplu, semnalizarea Smad). In unele cazuri,
dezvaluirea se refera la un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) si
utilizari ale acestuia, care se leaga la BMP10 si se leaga in continuare, de exemplu, la
unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A,
activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si
activina BE), GDF8, GDF11, GDF3 si BMP6], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau
receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau unul
sau mai multi co-receptori. in unele cazuri, un anticorp multispecific care se leagé la
BMP10 nu se leaga sau nu se leaga substantial de BMP9 (de exemplu, se leaga la
BMP9 cu o Kp mai mare de 1 x 107 M sau are o legatura relativ modesta, de exemplu,
aproximativ 1 x 108 M sau aproximativ 1 x 10° M). in unele cazuri, un anticorp
multispecific care se leaga la BMP10 nu se leaga sau nu se leaga substantial la
activina A (de exemplu, se leaga la activina A cu o Kp mai mare de 1 x 107 M sau are
o legatura relativ modesta, de exemplu, aproximativ 1 x 10 M sau aproximativ 1 x 10
9 M). In unele cazuri, dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale
acestora, in care combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp de BMP10 si unul sau
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mai multi anticorpi suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi
de GDF/BMP suplimentari [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B,
activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE),
GDF8, GDF3 BMP6, BMP10 si GDF11], unul sau mai multi receptori de tip | si/sau
receptorii de tip Il (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7) si/sau unul
sau mai multi co-receptori. In unele cazuri, o combinatie de anticorpi care cuprinde un
anticorp de BMP10 nu cuprinde un anticorp de BMP9. in unele cazuri, o combinatie de
anticorpi care cuprinde un anticorp de BMP10 nu cuprinde un anticorp de activina A.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin ActRIIB. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de anticorpi se leaga cel putin
la ActRIIB. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp ActRIIB (anticorp anti-ActRIIB) se
refera, in general, la un anticorp care se leaga la ActRIIB cu o afinitate suficienta, astfel
incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic n tintirea ActRIIB. in
anumite cazuri, gradul de legare al unui anticorp anti-ActRIIB la o proteina neinrudita
cu ActRIIB este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, sau
mai putin de aproximativ 1% din legarea anticorpului la ActRIIB masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteina-proteina
sau o analiza de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp anti-ActRIIB se
leaga la un epitop al ActRIIB care este conservat printre ActRIIB din diferite specii. In
anumite cazuri preferate, un anticorp anti-ActRIIB se leaga la ActRIIB uman. In unele
cazuri, un anticorp anti-ActRIIB poate inhiba unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de
exemplu, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E,
activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) GDF11, BMP6, GDF3,
BMP10 si BMP15] de la legarea la ActRIIB. In unele cazuri, un anticorp anti-ActRIIB
este un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) care se leaga la
ActRIIB si unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDF8, activina
(de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC)
GDF3, BMP6 si BMP10], receptor de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7), co-
receptor si/sau un receptor suplimentar de tip |l (de exemplu, ActRIIA). n unele cazuri,
dezvaluirea se referd la combinatii de anticorpi si la utilizarea acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp anti-ActRIIB si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de
exemplu, GDF11, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) BMPG,
GDF3 si BMP10], co-receptori, receptori de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS si/sau
ALK?7) si/sau receptori suplimentari de tip Il (de exemplu, ActRIIA). Trebuie remarcat
faptul ca ActRIIB are similitudinea secventei cu ActRIIA si, prin urmare, anticorpii care
se leaga la ActRIIB, in unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba ActRIIA.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin ActRIIA. Prin urmare, in unele cazuri,
un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de anticorpi se leaga cel putin
la ActRIIA. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp ActRIIA (anticorp anti-ActRIIA) se
refera in general la un anticorp care se leaga la ActRIIA cu o afinitate suficienta, astfel
incat anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea ActRIIA. in
anumite cazuri, gradul de legare al unui anticorp anti-ActRIIA la o proteina non-ActRIIA
neinrudita este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% sau
mai putin de aproximativ 1% din legarea anticorpului la ActRIIA masurata, de exemplu,
printr-o analiza radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteina-proteina
sau o analiza de afinitate de legare. In anumite cazuri, un anticorp anti-ActRIIA se
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leaga la un epitop al ActRIIA care este conservat printre ActRIIA din diferite specii. in
anumite cazuri preferate, un anticorp anti-ActRIIA se leaga la ActRIIA uman. In unele
cazuri, un anticorp anti-ActRIIA poate inhiba unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de
exemplu, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E,
activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) GDF11, BMP6, GDF3,
BMP10 si BMP15] impotriva legarii la ActRIIA. in unele cazuri, un anticorp anti-ActRIIA
este un anticorp multispecific (de exemplu, anticorp bi-specific) care se leaga la
ActRIIA si unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDF8, activina
(de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC)
GDF3, BMP6 si BMP10], receptor de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7), co-
receptor si/sau un receptor suplimentar de tip Il (de exemplu, ActRIIB). in unele cazuri,
dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp anti-ActRIIA si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi GDF/BMP [de
exemplu, GDF11, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) BMPG6 si
BMP10], co-receptori, receptori de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS si/sau ALK7) si/sau
receptori suplimentari de tip Il (de exemplu, ActRIIB). Trebuie remarcat faptul ca
ActRIIA are similaritate de secventa cu ActRIIB si, prin urmare, anticorpii care se leaga
la ActRIIA, in unele cazuri, se pot lega si/sau inhiba ActRIIB.

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin ALK4. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de anticorpi se leaga cel putin de
ALK4. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp ALK4 (anticorp anti-ALK4) se refera in
general la un anticorp care se leaga la ALK4 cu o afinitate suficienta, astfel incat
anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea ALK4. in anumite
cazuri, gradul de legare al unui anticorp anti-ALK4 la o proteina neinrudita cu ALK4
este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% sau mai putin de
aproximativ 1% din legarea anticorpului la ALK4 masurata, de exemplu, printr-o analiza
radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteina-proteina sau o analiza
de afinitate de legare. In anumite cazuri, un anticorp anti-ALK4 se leagé la un epitop
al ALK4 care este conservat printre ALK4 din diferite specii. In anumite cazuri
preferate, un anticorp anti-ALK4 se leaga la ALK4 uman. In unele cazuri, un anticorp
anti-ALK4 poate inhiba unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF8,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si activina BE) GDF11, BMP6, GDF3, BMP10 si BMP15]
impotriva legarii la ALK4. In unele cazuri, un anticorp anti-ALK4 este un anticorp
multispecific (de exemplu, un anticorp bi-specific) care se leaga la ALK4 si unul sau
mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDFS8, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC) GDF3, BMP6 si
BMP10], un receptor de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB), co-receptor, si/sau
un receptor suplimentar de tip | (de exemplu, ALKS si/sau ALK7). in unele cazuri,
dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp anti-ALK4 si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de
exemplu, GDF11, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) BMP6 si
BMP10], co-receptori, receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB) si/sau
receptori suplimentari de tip | (de exemplu, ALKS si/sau ALK7).
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In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin ALKS. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la
ALKS. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp ALKS (anticorp anti-ALKS) se refera in
general la un anticorp care se leaga la ALK5 cu o afinitate suficienta, astfel incat
anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea ALK5. in anumite
cazuri, gradul de legare al unui anticorp anti-ALKS5 la o proteina neinrudita cu ALKS
este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% sau mai mic de
aproximativ 1% din legarea anticorpului la ALK5 masurata, de exemplu, printr-o analiza
radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteina-proteina sau o analiza
de afinitate de legare. In anumite cazuri, un anticorp anti-ALK5 se leagé la un epitop
al ALK5 care este conservat printre ALK5 din diferite specii. In anumite cazuri
preferate, un anticorp anti-ALK5 se leaga la ALK5 uman. in unele cazuri, un anticorp
anti-ALKS poate inhiba unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDFS8,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si activina BE) GDF11, BMP6, GDF3, BMP10 si BMP15]
impotriva legrii la ALK5. In unele cazuri, un anticorp anti-ALK5 este un anticorp
multispecific (de exemplu, un anticorp bi-specific) care se leaga la ALKS si unul sau
mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDFS8, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC) GDF3, BMPG6 si
BMP10], un receptor de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB), un co-receptor,
si/sau un receptor suplimentar de tip | (de exemplu, ALK4 si/sau ALK7). n unele cazuri,
dezvaluirea se referd la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp anti-ALKS si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de
exemplu, GDF11, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) BMPG6 si
BMP10], co-receptori, receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB) si/sau
receptori suplimentari de tip | (de exemplu, ALK4 si/sau ALK7).

In anumite cazuri, un anticorp antagonist de GDF/BMP sau o combinatie de
anticorpi este un anticorp care inhiba cel putin ALK7. Prin urmare, in unele cazuri, un
anticorp antagonist de GDF/BMP, sau o combinatie de anticorpi, se leaga cel putin la
ALK7. Asa cum se utilizeaza aici, un anticorp de ALK7 (anticorp anti-ALK7) se refera
in general la un anticorp care se leaga la ALK7 cu o afinitate suficienta, astfel incat
anticorpul este util ca agent de diagnostic si/sau terapeutic in tintirea ALK7. In anumite
cazuri, gradul de legare al unui anticorp anti-ALK7 la o proteina non-ALK7 neinrudita
este mai mic de aproximativ 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% sau mai mic de
aproximativ 1% din legarea anticorpului la ALK7 masurata, de exemplu, printr-o analiza
radioimunologica (RIA), Biacore sau alta interactiune proteina-proteina sau o analiza
de afinitate de legare. in anumite cazuri, un anticorp anti-ALK7 se leagé la un epitop
al ALK7 care este conservat printre ALK7 din diferite specii. in anumite cazuri
preferate, un anticorp anti-ALK7 se leagd la ALK7 uman. in unele cazuri, un anticorp
anti-ALK7 poate inhiba unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF8,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si activina BE) GDF11, BMP6, GDF3, BMP10 si BMP15]
impotriva legarii la ALK7. in unele cazuri, un anticorp anti-ALK7 este un anticorp
multispecific (de exemplu, un anticorp bi-specific) care se leaga la ALK7 si unul sau
mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu, GDF11, GDFS8, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC) GDF3, BMP6 si
BMP10], un receptor de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB), un co-receptor
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si/sau un receptor suplimentar de tip | (de exemplu, ALK4 si/sau ALKS). n unele cazuri,
dezvaluirea se refera la combinatii de anticorpi si utilizari ale acestora, in care
combinatia de anticorpi cuprinde un anticorp anti-ALK7 si unul sau mai multi anticorpi
suplimentari care se leaga, de exemplu, la unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de
exemplu, GDF11, GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si activina BE) BMPG6 si
BMP10], co-receptori, receptori de tip 1l (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB) si/sau
receptori suplimentari de tip | (de exemplu, ALK4 si/sau ALKS).

Termenul anticorp se utilizeaza aici in sensul cel mai larg si cuprinde diverse
structuri de anticorpi, incluzand dar fara a se limita la anticorpi monoclonali, anticorpi
policlonali, anticorpi multispecifici (de exemplu, anticorpi bispecifici) si fragmente de
anticorpi, atata timp cat prezinta activitatea de legare a antigenului dorita. Un fragment
de anticorp se refera la o altd molecula decat un anticorp intact care cuprinde o
portiune a unui anticorp intact care leaga la antigenul de care se leaga anticorpul intact.
Exemple de fragmente de anticorpi includ, dar nu se limiteaza la acestea, Fv, Fab,
Fab', Fab'-SH, F(ab')2; diacorpi; anticorpi liniari; molecule de anticorp cu un singur lant
(de exemplu, scFv); si anticorpi multispecifici formati din fragmente de anticorpi [vezi,
de exemplu, Hudson si colab. (2003) Nat. Med. 9:129-134; Pluckthun, in The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg si Moore eds.,
(Springer-Verlag, New York), pag. 269-315 (1994); WO 93/16185; si Brevetele S.U.A.
nr. 5.571.894; 5.587.458; si 5.869.046]. Diacorpii sunt fragmente de anticorpi cu doua
situsuri de legare a antigenului care pot fi bivalente sau bispecifice [vezi, de exemplu,
EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson si colab. (2003) Nat. Med. 9:129-134 (2003); si
Hollinger si colab. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448]. Triacorpii Si
tetracorpii sunt, de asemenea, descrisi in Hudson si colab. (2003) Nat. Med. 9: 129-
134. Anticorpii cu un singur domeniu sunt fragmente de anticorpi care cuprind tot sau
o parte din domeniul variabil cu lant greu sau tot sau o parte din domeniul variabil cu
lant usor al unui anticorp. In anumite cazuri, un anticorp cu un singur domeniu este un
anticorp cu un singur domeniu uman [vezi, de exemplu, Brev. S.U.A. nr. 6.248.516].
Anticorpii dezvaluiti aici pot fi anticorpi policlonali sau anticorpi monoclonali. In anumite
cazuri, anticorpii din prezenta descriere cuprind o etichetd atasata la acesta si care
poate fi detectata (de exemplu, eticheta poate fi un radioizotop, compus fluorescent,
enzima sau co-factor enzimatic). In anumite cazuri preferate, anticorpii din prezenta
dezvaluire sunt anticorpi izolati. In anumite cazuri preferate, anticorpii din prezenta
dezvaluire sunt anticorpi recombinanti.

Anticorpii de aici pot fi de orice clasa. Clasa unui anticorp se refera la tipul de
domeniu constant sau regiune constanta pe care o are lantul sau greu. Exista cinci
clase majore de anticorpi: IgA, IgD, IgE, 1gG, si IgM, si mai multi dintre acestia pot fi
impartiti in continuare in subclase (izotipuri), de exemplu, 1gG1, 19G2, 19Gs, 19Ga4, IgA1
si IgA2. Domeniile constante ale lantului greu care corespund diferitelor clase de
imunoglobuline se numesc alfa, delta, epsilon, gama si mu.

In general, un anticorp pentru utilizare in metodele dezvaluite aici se leaga
specific la antigenul sau tinta, de preferinta cu afinitate de legare mare. Afinitatea poate
fi exprimata ca o valoare Kb si reflecta afinitatea de legare intrinseca (de exemplu, cu
efecte de aviditate minimizate). Tipic, se masoara afinitatea de legare in vitro, indiferent
daca este intr-un cadru fara celule sau asociat celulei. Oricare dintre o serie de teste
cunoscute in domeniu, inclusiv cele dezvaluite aici, pot fi utilizate pentru a se obtine
masuratori de afinitate de legare incluzand, de exemplu, Biacore, analiza de legare a
antigenului radioetichetat (RIA) si ELISA. in unele cazuri, anticorpii conform prezentei
dezvaluiri se leaga la antigenii tinta (de exemplu, ActRIIB, ActRIIA, ALK4, ALKS5, ALK?7,
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activina, GDF11, GDF8, GDF3, BMP15, BMP10 si/sau BMP6) cel putin cu o Ko de
1x10°7 sau mai puternic, 1x10% sau mai puternic, 1x10° sau mai puternic, 1x10-1° sau
mai puternic, 1x10'! sau mai puternic, 1x10'? sau mai puternic, 1x10'® sau mai
puternic sau 1x10** sau mai puternic.

In anumite cazuri, Ko se masoara prin RIA efectuatd cu versiunea Fab a unui
anticorp de interes si antigenul sau tinta, asa cum este descris prin urmatoarea analiza.
Afinitatea de legare a solutiei de Fab pentru antigen este masurata prin echilibrarea
Fab cu o concentratie minima de antigen radioetichetat (de exemplu, etichetat cu 1)
in prezenta unei serii de titrare a antigenului nemarcat, captand apoi antigenul legat cu
o placa acoperita cu anticorp anti-Fab [vezi, de exemplu, Chen si colab. (1999) J. Mol.
Biol. 293:865-881]. Pentru a stabili conditiile pentru analiza, placi cu mai multe godeuri
(de exemplu, MICROTITER® de la Thermo Scientific) sunt acoperite (de exemplu,
peste noapte) cu un anticorp de captare anti-Fab (de exemplu, de la Cappel Labs) si
ulterior blocat cu albumina serica de bovina, de preferinta la temperatura camerei
(aproximativ 23°C). intr-o placd non-adsorbants, antigenul radioetichetat este
amestecat cu dilutii Tn serie ale unui Fab de interes [de exemplu, in concordanta cu
evaluarea anticorpului anti-VEGF, Fab-12, in Presta si colab., (1997) Cancer Res.
57:4593-4599]. Fab-ul de interes este apoi incubat, de preferinta peste noapte, dar
incubarea poate continua pentru o perioada mai lunga (de exemplu, aproximativ 65 de
ore) pentru a se asigura ca se atinge echilibrul. Apoi, amestecurile sunt transferate pe
placa de captare pentru incubare, de preferintd la temperatura camerei timp de
aproximativ o ora. Solutia este apoi indepartata si placa este spalata de mai multe ori,
de preferinta cu polisorbat 20 si amestec de PBS. Céand placile s-au uscat, se adauga
scintilant (de exemplu, MICROSCINT® de la Packard) si placile sunt numarate pe un
contor gama (de exemplu, TOPCOUNT® de la Packard).

Conform unui alt caz, Ko este masuratd utilizdnd analize de rezonanta
plasmonicd de suprafatd utilizdnd, de exemplu, un BIACORE® 2000 sau un
BIACORE® 3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, N.J.) cu cipuri CM5 de antigen
imobilizate la aproximativ 10 unitati de raspuns (RU). Pe scurt, cipurile de biosenzor
dextran carboximetilat (CM5, BIACORE, Inc.) sunt activate cu clorhidrat de N-etil-N'-
(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) si N-hidroxisuccinimida (NHS) conform
instructiunilor furnizorului. De exemplu, un antigen poate fi diluat cu 10 mM de acetat
de sodiu, pH 4,8, la 5 pg/ml (aproximativ 0,2 uM) inainte de injectie la un debit de 5
pl/minut pentru a se obtine aproximativ 10 unitati de raspuns (RU) de proteina cuplata.
Dupa injectarea antigenului, se injecteaza etanolamina 1M pentru a bloca gruparile
nereactionate. Pentru masuratori cinetice, se injecteaza in PBS dilutii seriale de Fab
de doua ori (0,78 nM pana la 500 nM) cu surfactant polisorbat 20 (TWEEN-20®) 0,05%
(PBST) la un debit de aproximativ 25 pl/min. Vitezele de asociere (kon) si vitezele de
disociere (koit) sunt calculate utilizadnd, de exemplu, un simplu model de legare
Langmuir unu la unu (BIACORE® Evaluation Software versiunea 3.2) prin potrivirea
simultana a sensorgramelor de asociere si disociere. Constanta de disociere la
echilibru (Ko) se calculeaza ca raport kot / kon [vezi, de exemplu, Chen si colab., (1999)
J. Mol. Biol. 293:865-881]. Daca viteza depaseste, de exemplu, 108 M1 s’ prin analiza
de rezonanta plasmonica de suprafatd de mai sus, atunci viteza poate fi determinata
utilizédnd o tehnica de stingere fluorescentd care masoara cresterea sau scaderea
intensitatii emisiilor de fluorescenta (de exemplu, excitatie = 295 nm; emisie = 340 nm,
trecere de banda 16 nm) ale unui anticorp anti-antigen de 20 nM (forma Fab) in PBS
in prezenta unor concentratii crescande de antigen masurate intr-un spectrometru,
cum ar fi un spectrofometru echipat cu stop-flow (Aviv Instruments) sau un
spectrofotometru SLM-AMINCO® seria 8000 (ThermoSpectronic) cu o cuva agitata.
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Fragmentele de anticorpi pot fi obtinute prin diverse tehnici, incluzand, dar fara
a se limita la digestia proteolitica a unui anticorp intact, precum si producerea de catre
celulele gazda recombinante (de exemplu, E. coli sau fage), asa cum este descris aici.
Sunt cunoscute in domeniu secventele de acid nucleic si aminoacizi ale ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7, activina umana (activina A, activina B, activina C si
activina E), GDF11, GDF8, BMP15, GDF3, BMP10 si BMP6. in plus, numeroase
metode de generare a anticorpilor sunt bine cunoscute in domeniu, dintre care unele
sunt descrise aici. Prin urmare, antagonistii anticorpilor pentru utilizarea in conformitate
cu aceasta dezvaluire pot fi obtinuti in mod obisnuit de catre specialistii in domeniu pe
baza cunostintelor din domeniu si a invataturilor furnizate aici.

In anumite cazuri, un anticorp redat aici este un anticorp himeric. Un anticorp
himeric se refera la un anticorp in care o portiune a lantului greu si/sau usor este
derivata dintr-o anumitd sursa sau specie, in timp ce restul lantului greu si/sau usor
este derivata dintr-o sursa sau specie diferita. Anumiti anticorpi himerici sunt descrisi,
de exemplu, in Brevetele S.U.A. nr. 4.816.567; si Morrison si colab., (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6851-6855. In unele cazuri, un anticorp himeric cuprinde o regiune
variabila non-umana (de exemplu, o regiune variabila derivata de la un soarece,
sobolan, hamster, iepure sau primata non-umana, cum ar fi o maimuta) si o regiune
constantd umana. Tn unele cazuri, un anticorp himeric este un anticorp "de comutare
de clasa" in care clasa sau subclasa a fost schimbata fata de cea a anticorpului parinte.
In general, anticorpii himerici includ fragmente ale acestora care leaga antigenul.

In anumite cazuri, un anticorp himeric redat aici este un anticorp umanizat. Un
anticorp umanizat se refera la un anticorp himeric care cuprinde reziduuri de
aminoacizi din regiuni hipervariabile non-umane (HVR-uri) si reziduuri de aminoacizi
din regiuni cadru umane (FR-uri). in anumite cazuri, un anticorp umanizat va cuprinde
substantial toate dintre cel putin unul si, tipic, doua domenii variabile, in care toate sau
substantial toate HVR-urile (de exemplu, CDR-urile) corespund celor ale unui anticorp
non-uman si toate sau in esenta, toate FR-urile corespund celor ale unui anticorp
uman. Un anticorp umanizat poate cuprinde optional cel putin o portiune dintr-o regiune
constanta a anticorpului derivata dintr-un anticorp uman. O "forma umanizata" a unui
anticorp, de exemplu, un anticorp non-uman, se refera la un anticorp care a suferit
umanizare. Anticorpii umanizati si metodele de obtinere ale acestora sunt trecute in
revista, de exemplu, in Almagro si Fransson (2008) Front. Biosci. 13:1619-1633 si sunt
descrise in plus, de exemplu, in Riechmann si colab., (1988) Nature 332:323-329;
Queen si colab. (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033; Brev. U.S. Pat.
Nr. 5,821,337; 7,527,791, 6,982,321, si 7,087,409; Kashmiri si colab., (2005) Methods
36:25-34 [care descriu grefarea SDR (a-CDR)]; Padlan, Mol. Immunol. (1991) 28:489-
498 (care descriu "resurfatarea"); Dall'’Acqua si colab. (2005) Methods 36:43-60 (care
descriu "amestecarea FR"); Osbourn si colab. (2005) Methods 36:61-68; si Klimka si
colab. Br. J. Cancer (2000) 83:252-260 (care descriu abordarea prin "selectie ghidata"
pentru amestecarea FR). Regiunile cadru umane care pot fi utilizate pentru umanizare
includ, dar nu se limiteaza la: regiuni cadru selectate folosind metoda "cea mai buna
potrivire" [vezi, de exemplu, Sims si colab. (1993) J. Immunol. 151:2296 ]; regiuni cadru
derivate din secventa consensuala a anticorpilor umani dintr-un anumit subgrup de
regiuni variabile ale lantului usor sau greu [vezi, de exemplu, Carter si colab. (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; si Presta si colab. (1993) J. Immunol., 151:2623];
regiuni cadru mature umane (mutate somatic) sau regiuni cadru ale liniei germinale
umane [vezi, de exemplu, Almagro si Fransson (2008) Front. Biosci. 13:1619-1633]; si
regiuni cadru derivate din screening-ul bibliotecilor de FR [vezi, de exemplu, Baca si
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colab., (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-10684; si Rosok si colab., (1996) J. Biol.
Chem. 271:22611-22618].

n anumite cazuri, un anticorp redat aici este un anticorp uman. Anticorpii umani
pot fi produsi folosind diverse tehnici cunoscute in domeniu. Anticorpii umani sunt
descrisi in general in van Dijk si van de Winkel (2008) Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-
74 (2001) si Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459. De exemplu, anticorpii umani
pot fi preparati prin administrarea unui imunogen (de exemplu, o polipeptida GDF11, o
polipeptida activina B, o polipeptida ActRIIA sau o polipeptida ActRIIB) la un animal
transgenic care a fost modificat pentru a produce anticorpi umani intacti sau anticorpi
intacti cu regiuni variabile umane ca raspuns la provocarea antigenica. Astfel de
animale contin ih mod obisnuit toate sau o portiune a locilor de imunoglobulina umana,
care finlocuiesc loci de imunoglobulind endogena sau care sunt prezenti
extracromozomial sau integrati aleatoriu in cromozomii animalului. In astfel de animale
transgenice, locii de imunoglobulind endogena au fost in general inactivati. Pentru o
trecere in revista a metodelor de obtinere a anticorpilor umani de la animale
transgenice, vezi, de exemplu, Lonberg (2005) Nat. Biotech. 23:1117-1125; Brev. U.S.
nr. 6,075,181 si 6,150,584 (care descriu tehnologia XENOMOUSE™); Brev. U.S. nr.
5,770,429 (care descrie tehnologia HuMab®); Brev. U.S. nr. 7,041,870 (care descriu
tehnologia K-M MOUSE®); si Publicatia cererii de Brevet U.S. Nr. 2007/0061900 (care
descrie tehnologia VelociMouse®). Regiunile variabile umane din anticorpii intacti
generati de astfel de animale pot fi modificate Tn plus, de exemplu, prin combinarea cu
o regiune constanta umana diferita.

Anticorpii umani redati aici pot fi de asemenea produsi prin metode bazate pe
hibridom. Au fost descrise linii celulare de mielom uman si heteromielom soarece-om
pentru producerea de anticorpi monoclonali umani [vezi, de exemplu, Kozbor J.
Immunol., (1984) 133: 3001; Brodeur si colab. (1987) Monoclonal Antibody Production
Techniques si Applications, pp. 51-63, Marcel Dekker, Inc., New York; si Boerner si
colab. (1991) J. Immunol., 147: 86]. Anticorpii umani generati prin tehnologia
hibridomului cu celule B umane sunt, de asemenea, descrisi in Li si colab., (2006)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562. Metode suplimentare le includ pe cele
descrise, de exemplu, in Brev. S.U.A. nr. 7.189.826 (care descrie producerea de
anticorpi IgM umani monoclonali din linii celulare de hibridoma) si Ni, Xiandai
Mianyixue (2006) 26 (4): 265-268 (2006) (care descrie hibridomi om-om). Tehnologia
hibridomului uman (tehnologia Trioma) este de asemenea descrisa in Vollmers si
Brandlein (2005) Histol. Histopathol., 20(3):927-937 (2005) si Vollmers si Brandlein
(2005) Methods Find Exp. Clin. Pharmacol., 27(3):185-91. Anticorpii umani redati aici
pot fi de asemenea generati prin izolarea secventelor unui domeniu variabil al clonei
Fv selectate din bibliotecile de afisare a fagilor derivate de la om. Astfel de secvente
de domeniu variabil pot fi apoi combinate cu un domeniu constant uman dorit. Tehnicile
pentru selectarea anticorpilor umani din bibliotecile de anticorpi sunt cunoscute in
domeniu si descrise aici.

De exemplu, anticorpii din prezenta dezvaluire pot fi izolati prin screening-ul
bibliotecilor combinatorii pentru anticorpi cu activitatea sau activitatile dorite. O
varietate de metode sunt cunoscute in domeniu pentru generarea de biblioteci de
afisare a fagilor si screening-ul acestor biblioteci pentru anticorpi care poseda
caracteristicile de legare dorite. Astfel de metode sunt trecute in revista, de exemplu,
in Hoogenboom si colab. (2001) in Methods in Molecular Biology 178:1-37, O'Brien si
colab., ed., Human Press, Totowa, N.J. si descrise in plus, de exemplu, ih McCafferty
si colab. (1991) Nature 348:552-554; Clackson si colab., (1991) Nature 352: 624-628;
Marks si colab. (1992) J. Mol. Biol. 222:581-597; Marks si Bradbury (2003) in Methods
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in Molecular Biology 248:161-175, Lo, ed., Human Press, Totowa, N.J.; Sidhu si colab.
(2004) J. Mol. Biol. 338(2):299-310; Lee si colab. (2004) J. Mol. Biol. 340(5): 1073-
1093; Fellouse (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472; si Lee si
colab. (2004) J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132.

In anumite metode de afisare a fagilor, repertoriile genelor VH si VL sunt clonate
separat prin reactia in lant a polimerazei (PCR) si recombinate aleatoriu in biblioteci
de fagi, care pot fi apoi selectate pentru detectarea fagului care leaga antigenul, asa
cum este descris in Winter si colab. (1994) Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455. Fagii
prezinta tipic fragmente de anticorpi, fie ca fragmente Fv (scFv) cu lant unic, fie ca
fragmente Fab. Bibliotecile din surse imunizate furnizeaza anticorpi cu afinitate ridicata
impotriva imunogenului (de exemplu, ActRIIA, ActRIIB, activina, GDF11, GDFS8,
BMP15, GDF3 sau BMPG6) fara necesitatea construirii hibridoamelor. Alternativ,
repertoriul naiv poate fi clonat (de exemplu, de la om) pentru a furniza o singura sursa
de anticorpi pentru o gama larga de non-auto si, de asemenea, auto-antigeni fara nici
0 imunizare, asa cum este descris de Giriffiths si colab. (1993) EMBO J, 12: 725-734.
In cele din urma, bibliotecile naive pot fi obtinute, de asemenea, sintetic, prin clonarea
segmentelor de gene V nerearanjate din celulele stem si prin utilizarea primerilor PCR
care contin secvente aleatorii pentru a codifica regiunile CDR3 puternic variabile si
pentru a realiza rearanjarea in vitro, asa cum este descris de Hoogenboom si Winter
(1992) J. Mol. Biol., 227: 381-388. Publicatiile de brevet care descriu biblioteci de fagi
de anticorpi umani includ, de exemplu: Brev. U.S. nr. 5,750,373, si Publicatiile de
brevet nr. 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126,
2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 si 2009/0002360.

In anumite cazuri, un anticorp redat aici este un anticorp multispecific, de
exemplu, un anticorp bispecific. Anticorpi multispecifici (tipic anticorpi monoclonali)
care au specificitati de legare cel putin pentru doi epitopi diferiti (de exemplu, doi, trei,
patru, cinci sau sase sau mai multi) pe unul sau mai multi (de exemplu, doi, trei, patru,
cinci, sase sau mai multi) antigeni.

Tehnicile de producere a anticorpilor multispecifici includ, dar nu se limiteaza la,
coexprimarea recombinanta a doua perechi lant greu/lant usor de imunoglobulina
avand specificitati diferite [vezi, de exemplu, Milstein si Cuello (1983) Nature 305: 537;
Publicatia internationala de brevet nr. WO 93/08829; si Traunecker si colab. (1991)
EMBO J. 10: 3655, si Brev. U.S. Nr. 5,731,168 (ingineria "buton in gaurd")]. Anticorpii
multispecifici pot fi, de asemenea, produsi prin realizarea efectelor de directionare
electrostatica pentru fabricarea moleculelor de anticorpi Fc-heterodimerici (vezi, de
exemplu, WO 2009/089004A1); reticularea a doi sau mai multi anticorpi sau fragmente
[vezi, de exemplu, Brev. U.S. nr. 4,676,980; si Brennan si colab. (1985) Science, 229:
81]; utilizarea fermoarelor de leucina pentru a produce anticorpi bispecifici [vezi, de
exemplu, Kostelny si colab. (1992) J. Immunol., 148 (5): 1547-1553]; folosind
tehnologia "diacorp" pentru fabricarea fragmentelor de anticorpi bispecifici [vezi, de
exemplu, Hollinger si colab. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448]; folosind
dimeri Fv (sFv) cu lant unic [vezi, de exemplu, Gruber si colab. (1994) J. Immunol.,
152:5368]; si prepararea anticorpilor trispecifici (vezi, de exemplu, Tutt si colab. (1991)
J. Immunol. 147: 60. Anticorpii multispecifici pot fi preparati ca anticorpi cu lungime
intreaga sau fragmente de anticorpi. Anticorpii proiectati cu trei sau mai multe situsuri
functionale de legare a antigenului, inclusiv "anticorpii Octopus (caracatitd)", sunt de
asemenea inclusi aici [vezi, de exemplu, US 2006/0025576A1].

In anumite cazuri, un anticorp dezvaluit aici este un anticorp monoclonal. Un
anticorp monoclonal se refera la un anticorp obtinut dintr-o populatie de anticorpi
substantial omogeni, adica anticorpii individuali care formeaza populatia sunt identici
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si/sau leaga acelasi epitop, cu exceptia posibilelor variante de anticorpi, de exemplu,
contindnd mutatii naturale sau care apar in timpul productiei unui preparat de anticorp
monoclonal, astfel de variante fiind in general prezente in cantitati minore. Spre
deosebire de preparatele de anticorpi policlonali, care includ de obicei diferiti anticorpi
directionati impotriva epitopilor diferiti, fiecare anticorp monoclonal al unui preparat de
anticorpi monoclonali este directionat impotriva unui singur epitop de pe un antigen.
Astfel, modificatorul "monoclonal" indica caracterul anticorpului ca fiind obtinut dintr-o
populatie substantial omogena de anticorpi si nu trebuie interpretat ca necesitand
producerea anticorpului prin nicio metoda particulara. De exemplu, anticorpii
monoclonali care trebuie utilizati in conformitate cu prezentele metode pot fi fabricati
printr-o varietate de tehnici, incluzand, dar fara a se limita la metoda hibridomului,
metodele de ADN recombinant, metodele de afisare a fagilor si metodele care
utilizeaza animale transgenice care contin toate sau o parte a locilor de imunoglobulina
umana, astfel de metode si alte metode exemplare pentru producerea anticorpilor
monoclonali fiind descrise aici.

De exemplu, prin utilizarea imunogenilor derivati de la activina, antiserurile anti-
proteina/anti-peptida sau anticorpii monoclonali pot fi obtinuti prin protocoale standard
[vezi, de exemplu, Antibodies: A Laboratory Manual ed. de Harlow si Lane (1988) Cold
Spring Harbor Press: 1988]. Un mamifer, cum ar fi un soarece, hamster sau iepure,
poate fi imunizat cu o forma imunogena a polipeptidei activina, un fragment antigenic
care este capabil sa provoace un raspuns de anticorp sau o proteina de fuziune.
Tehnicile pentru conferirea imunogenitatii unei proteine sau peptide includ conjugarea
la purtatori sau alte tehnici bine cunoscute in domeniu. O portiune imunogena dintr-o
polipeptida activina poate fi administrata in prezenta de adjuvant. Progresul imunizarii
poate fi monitorizat prin detectarea titrurilor anticorpilor in plasma sau ser. ELISA
standard sau alte teste imunologice pot fi utilizate cu imunogenul ca antigen pentru a
evalua nivelurile de productie de anticorpi si/sau nivelul de afinitate de legare.

Dupa imunizarea unui animal cu un preparat antigenic de activina, se pot obtine
antiseruri si, daca se doreste, anticorpii policlonali pot fi izolati din ser. Pentru a produce
anticorpi monoclonali, celulele producatoare de anticorpi (limfocite) pot fi recoltate de
la un animal imunizat si fuzionate prin proceduri standard de fuziune a celulelor
somatice cu celule imortalizante, cum ar fi celulele de mielom, pentru a produce celule
hibridom. Astfel de tehnici sunt bine cunoscute in domeniu si includ, de exemplu,
tehnica hibridomului [vezi, de exemplu, Kohler si Milstein (1975) Nature, 256: 495-497],
tehnica hibridom cu celule B umane [vezi, de exemplu, Kozbar si colab. (1983)
Immunology Today, 4:72] si tehnica EBV-hibridom pentru a produce anticorpi
monoclonali umani [Cole si colab. (1985) Monoclonal Antibodies si Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96]. Celulele hibridom pot fi supuse unui screening
imunochimic pentru producerea de anticorpi reactivi specific cu o polipeptida activina
si anticorpi monoclonali izolati dintr-o cultura cuprinzand astfel de celule hibridom.

In anumite cazuri, una sau mai multe modificari ale aminoacizilor pot fi introduse
in regiunea Fc a unui anticorp furnizat aici generand astfel o varianta a regiunii Fc.
Varianta regiunii Fc poate cuprinde o secventa de regiune Fc umana (de exemplu, o
regiune 1gG1, 1gG2, IgG3 sau IgG4 Fc umana care cuprinde o modificare a
aminoacizilor (de exemplu, o substitutie, deletie si/sau aditie) la una sau mai multe
pozitii de aminoacizi.

De exemplu, prezenta dezvaluire are in vedere o varianta de anticorp care
poseda unele, dar nu toate functiile efectoare, care il fac un candidat de dorit pentru
aplicatii in care timpul de injumatatire al anticorpului in vivo este importanta, insa
anumite functii efectoare [de exemplu, citotoxicitatea dependentd de complement
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(CDC) si citotoxicitatea celulard dependenta de anticorp (ADCC)] sunt inutile sau
daunatoare. Analizele de citotoxicitate in vitro si/sau in vivo pot fi efectuate pentru a
confirma reducerea/epuizarea activitatilor CDC si/sau ADCC. De exemplu, analizele
de legare a receptorului de Fc (FcR) pot fi efectuate pentru a se asigura ca anticorpului
ii lipseste legarea FcyR (deci ii lipseste probabil activitatea ADCC), dar pastreaza
capacitatea de legare a FcRn. Celulele primare pentru medierea ADCC, celulele NK,
exprima numai FcyRIll, in timp ce monocitele exprima FcyRI, FcyRIl si FecyRIll.
Exprimarea FcR pe celulele hematopoietice este rezumata, de exemplu, in Ravetch si
Kinet (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:457-492. Exemple nelimitative de analize in vitro
pentru a se evalua activitatea ADCC a unei molecule de interes sunt descrise in Brev.
U.S. nr. 5,500,362; Hellstrom, I. si colab. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7059-
7063]; Hellstrom, | si colab. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:1499-1502; U.S.
Brev. nr. 5,821,337; Bruggemann, M. si colab. (1987) J. Exp. Med. 166:1351-1361.
Alternativ, pot fi utilizate metode de analiza non-radioactive (de exemplu, ACTI™,
analiza de citotoxicitate non-radioactiva pentru citometrie in flux; CellTechnology, Inc.
Mountain View, Calif.; si CytoTox 96® non-radioactive cytotoxicity assay, Promega,
Madison, Wis.). Celulele efectoare utile pentru astfel de analize includ celule
mononucleare din sange periferic (PBMC) si celule natural killer (NK). Alternativ sau
suplimentar, activitatea ADCC a moleculei de interes poate fi evaluata in vivo, de
exemplu, intr-un model animal precum cel prezentat in Clynes si colab. (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:652-656. Analizele de legare a C1q pot fi, de asemenea,
efectuate pentru a confirma ca anticorpul nu este capabil sa se lege de C1q si, prin
urmare, este lipsit de activitate CDC [vezi, de exemplu, ELISA care leaga C1q si C3c
in WO 2006/029879 si WO 2005/100402]. Pentru a se evalua activarea
complementului, se poate efectua o analiza CDC [vezi, de exemplu, Gazzano-Santoro
si colab. (1996) J. Immunol. Methods 202:163; Cragg, M. S. si colab. (2003) Blood
101:1045-1052; si Cragg, M. S, si M. J. Glennie (2004) Blood 103:2738-2743].
Determinari ale legarii FCRn si a clearance-ului/timpului de injumatatire in vivo pot fi,
de asemenea, efectuate folosind metode cunoscute in domeniu [vezi, de exemplu,
Petkova, S. B. si colab. (2006) Intl. Immunol. 18(12): 1759-1769]. Anticorpii cu functie
efectoare redusa conform prezentei dezvaluiri ii includ pe cei cu substituirea unuia sau
mai multor reziduuri ale regiunii Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 si 329 (Brev. U.S. nr.
6,737,056). Astfel de mutanti Fc includ mutanti Fc cu substitutii la doua sau mai multe
pozitii de aminoacizii 265, 269, 270, 297 si 327, inclusiv asa-numitul mutant Fc "DANA"
cu substittia reziduurilor 265 si 297 la alanina (Brev. U.S. nr. 7,332,581).

In anumite cazuri, poate fi de dorit sa se creeze anticorpi modificati la cisteina,
de exemplu, "tioMAb-uri", in care unul sau mai multe reziduuri ale unui anticorp sunt
substituite cu reziduuri de cistein&. in cazuri particulare, reziduurile substituite apar in
situsuri accesibile ale anticorpului. Prin inlocuirea acelor reziduuri cu cisteina, gruparile
tiol reactive sunt astfel pozitionate la situsurile accesibile ale anticorpului si pot fi
utilizate pentru a conjuga anticorpul cu alte fragmente, cum ar fi fragmente
medicamentoase sau fragmente de linker-medicament, pentru a crea un
imunoconjugat, asa cum este descris in continuare aici. In anumite cazuri, oricare unul
sau mai multe dintre urmatoarele reziduuri pot fi substituite cu cisteina: V205
(numerotarea Kabat) a lantului usor; A118 (numerotare EU) a lantului greu; si S400
(numerotare EU) din regiunea Fc a lantului greu. Anticorpii modificati cu cisteina pot fi
generati asa cum este descris, de exemplu, in Brev. S.U.A. nr. 7.521.541.

in plus, tehnicile utilizate pentru screeningul anticorpilor pentru a se identifica
un anticorp dorit pot influenta proprietatile anticorpului obtinut. De exemplu, daca un
anticorp trebuie utilizat pentru legarea unui antigen in solutie, poate fi de dorit sa se
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testeze legarea solutiei. O varietate de tehnici diferite sunt disponibile pentru testarea
interactiunilor dintre anticorpi si antigeni pentru a se identifica anticorpii deosebit de
dezirabili. Astfel de tehnici includ ELISA, analize de legare prin rezonanta plasmonica
de suprafata (de exemplu, analiza de legare Biacore, Biacore AB, Uppsala, Suedia),
analize sandwich (de exemplu, sistemul de perle paramagnetice al IGEN International,
Inc., Gaithersburg, Maryland), western blot-uri, analize de imunoprecipitare si
imunohistochimie.

in anumite cazuri, sunt avute in vedere variante de secventd de aminoacizi ale
anticorpilor si/sau polipeptidele de legare redate aici. De exemplu, poate fi de dorit sa
se imbunatateasca afinitatea de legare si/sau alte proprietati biologice ale anticorpului
si/sau polipeptidei de legare. Variantele secventei de aminoacizi ale unui anticorp
si/sau polipeptide de legare pot fi preparate prin introducerea unor modificari adecvate
in secventa de nucleotide care codifica anticorpul si/sau polipeptida de legare sau prin
sinteza peptidelor. Astfel de modificari includ, de exemplu, deletii din si/sau insertii in
si/sau substitutii ale reziduurilor din secventele de aminoacizi ale anticorpului si/sau
polipeptidei de legare. Poate fi efectuata orice combinatie de deletie, inserare si
substitutie pentru a se ajunge la constructia finald, cu conditia ca, respectiva
constructie finala sa aiba caracteristicile dorite, de exemplu, legarea tintei (de exemplu,
si activina cum ar fi activina E si/sau legarea activinei C).

Modificari (de exemplu, substitutii) pot fi efectuate in HVR-uri, de exemplu,
pentru a se imbunatati afinitatea anticorpilor. Astfel de modificari pot fi efectuate in
"punctele fierbinti" de HVR adica reziduuri codificate de codoni care sufera mutatii la
frecventa ridicata in timpul procesului de maturare somatica [vezi, de exemplu,
Chowdhury (2008) Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)], si/sau SDR (a-CDR-uri),
cu varianta VH sau VL rezultata fiind testatd in ceea ce priveste afinitatea de legare.
Maturizarea afinitatii prin construirea si reselectarea din biblioteci secundare a fost
descrisa in domeniu [vezi, de exemplu, Hoogenboom si colab., in Methods in Molecular
Biology 178:1-37, O'Brien si colab., ed., Human Press, Totowa, N.J., (2001). In unele
cazuri de maturare a afinitatii, diversitatea este introdusa in genele variabile alese
pentru maturare prin oricare dintre o varietate de metode (de exemplu, PCR
predispuse la erori, amestecare a lantului sau mutageneza dirijata de oligonucleotide).
Apoi se creeaza o biblioteca secundara. Biblioteca este apoi supusa unui screening
pentru a se identifica orice variante de anticorpi cu afinitatea dorita. O alta metoda de
introducere a diversitatii implica abordari directionate de HVR, in care mai multe
reziduuri de HVR (de exemplu, 4-6 reziduuri la un moment dat) sunt randomizate.
Reziduurile de HVR implicate in legarea antigenului pot fi identificate in mod specific,
de exemplu, folosind mutageneza sau modelarea cu scanare de alanina. CDR-H3 si
CDR-L3 in special sunt tintite frecvent.

In anumite cazuri, substitutii, insertii sau deletii pot aparea in cadrul unuia sau
mai multor HVR-uri, atata timp cét astfel de modificari nu reduc substantial capacitatea
anticorpului de a se lega la antigen. De exemplu, in HVR-uri pot fi efectuate modificari
conservative (de exemplu, substitutii conservative, asa cum sunt redate aici), care nu
reduc substantial afinitatea de legare. Astfel de modificari pot fi in afara "punctelor
fierbinti" sau SDR-urilor HVR. In anumite cazuri ale secventelor VH si VL variante
redate mai sus, fiecare HVR fie nu este modificat, fie nu contine mai mult de una, doua
sau trei substitutii de aminoacizi.

O metoda utila pentru identificarea reziduurilor sau regiunilor anticorpului si/sau
a polipeptidei de legare care pot fi tintite pentru mutageneza se numeste "mutageneza
cu scanare de alanina", asa cum este descris de Cunningham si Wells (1989) Science,
244:1081-1085. In aceastd metoda, un reziduu sau un grup de reziduuri tinta (de
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exemplu, reziduuri cu sarcina, cum ar fi Arg, Asp, His, Lys si Glu) sunt identificate si
inlocuite cu un aminoacid neutru sau incarcat negativ (de exemplu, alanina sau
polialanind) pentru a se determina daca interactiunea anticorp-antigen este afectata.
Alte substitutii pot fi introduse la locatiile aminoacizilor, demonstrand sensibilitate
functionald la substitutiile initiale. Alternativ sau suplimentar, este determinatd o
structura cristalina a unui complex antigen-anticorp, pentru a se identifica punctele de
contact dintre anticorp si antigen. Astfel de reziduuri de contact si reziduuri invecinate
pot fi tintite sau eliminate drept candidati la inlocuire. Variantele pot fi supuse unui
screening pentru a se determina daca contin proprietatile dorite.

Insertiile de secvente de aminoacizi includ fuziuni de amino- si/sau carboxil-
terminale variind ca lungime de la un reziduu la polipeptide care contin o suta sau mai
multe reziduuri, precum si insertii intrasecventiale de reziduuri de aminoacizi unici sau
multipli. Exemple de insertii terminale includ un anticorp cu un reziduu de metionil N-
terminal. Alte variante de insertie ale moleculei de anticorp includ fuziunea capatului
N- sau C-terminal al anticorpului cu o enzima (de exemplu, pentru ADEPT) sau o
polipeptida care creste timpul de injumatatire serica al anticorpului.

In anumite cazuri, un anticorp si/sau polipeptida de legare redate aici pot fi
modificate suplimentar pentru a contine fragmente neproteice suplimentare care sunt
cunoscute in domeniu si usor disponibile. Portiunile adecvate pentru derivatizarea
anticorpului si/sau polipeptidei de legare includ, dar nu sunt limitate la polimeri solubili
in apa. Exemple nelimitative de polimeri solubili in apa includ, dar nu se limiteaza la,
polietilenglicol (PEG), copolimeri de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilceluloza,
dextran, alcool polivinilic, polivinil pirolidona, poli-1,3-dioxolan, poli-1,3,6-trioxan,
copolimer etilena/anhidrida maleica, poliaminoacizi (fie homopolimeri, fie copolimeri
aleatorii) si dextran sau poli(n-vinil pirolidona)polietilenglicol, homopolimeri de
propropilenglicol, copolimeri de prolipropilenoxid/etilenoxid, polioli polioxietilati (de
exemplu, glicerol), alcool polivinilic si amestecuri ale acestora. Polietilenglicol-
propionaldehida poate avea avantaje in fabricare datorita stabilitatii sale in apa.
Polimerul poate avea orice greutate moleculara si poate fi ramificat sau neramificat.
Numarul de polimeri atasati la anticorp si/sau polipeptida de legare poate varia si, daca
sunt atasati mai mult de un polimer, acestia pot fi aceiasi sau molecule diferite. in
general, numarul si/sau tipul de polimeri utilizati pentru derivatizare poate fi determinat
pe baza unor considerente care includ, dar nu se limiteaza la, proprietatile sau functiile
specifice ale anticorpului si/sau polipeptidei de legare care trebuie imbunatatite,
indiferent daca derivatul anticorpului si/sau derivatul polipeptidic de legare va fi utilizat
intr-o terapie in conditii definite.

5. Antagonisti cu molecule mici

In alte cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in conformitate
cu metodele si utilizarile descrise aici este o moleculd mica (antagonist de GDF/BMP
cu molecula mica), sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici. Un antagonist
de GDF/BMP cu molecule mici, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici,
poate inhiba, de exemplu, unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP (de exemplu,
activina, GDF11, GDF8, GDF3, BMP6, BMP10 si/sau BMP15), un receptor de tip | (de
exemplu, ALK4, ALKS5 si/sau ALK7), un receptor de tip Il (de exemplu, ActRIIB si/sau
ActRIIA), un co-receptor si/sau unul sau mai multi factori de semnalizare (de exemplu,
proteine Smad, cum ar fi Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP
cu molecule mici, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba
semnalizarea mediatd de unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP, de exemplu, asa
cum se determina intr-o analiza pe baza de celule, cum ar fi cele descrise aici. Asa
cum este descris aici, antagonistii de GDF/BMP cu molecule mici pot fi utilizati, singuri
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sau Tn combinatie cu una sau mai multe terapii de sustinere sau agenti activi, pentru a
trata, preveni sau reduce viteza de progresare si/sau severitatea hipertensiunii
pulmonare (PH), in special tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare
si/sau severitatii uneia sau mai multor complicatii asociate cu PH.

In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu moleculd mic&, sau o combinatie
de antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin GDF11, optional inhiband suplimentar
unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina
C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE),
GDF3, BMP6, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe
proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de
GDF/BMP cu moleculd mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba
cel putin GDF8, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF11,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), GDF3, BMP6, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-
urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu moleculd mic& sau o
combinatie de antagonisti cu molecule mici inhiba cel putin activina (activina A, activina
B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau
activina BE), optional inhiband suplimentar una sau mai multe dintre GDF8, GDF11,
GDF3, BMP6, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe
proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist de
GDF/BMP cu molecula mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba
cel putin activina B, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8,
GDF11, GDF3, BMP6, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai
multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist
de GDF/BMP cu moleculd mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici,
inhiba cel putin BMPG6, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDFS8,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), GDF3, GDF11, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-
urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu moleculd mic&, sau o
combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin BMP15, optional inhiband
suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina
B, activina C, activina E, activind AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau
activina BE), GDF3, BMP6, GDF11, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si
una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un
antagonist de GDF/BMP cu moleculd micd, sau o combinatie de antagonisti cu
molecule mici, inhiba cel putin GDF3, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi
dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina
AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11,
BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu molecul
mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin BMP10,
optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC,
activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, ActRIIB,
ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si
3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu moleculd mica, sau o combinatie de
antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin ActRIIA, optional inhiband suplimentar
unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina
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C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE),
BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, BMP10, ActRIIB, ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai
multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist
de GDF/BMP cu moleculad mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici,
inhiba cel putin ActRIIB, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDFS8,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3,
ActRIIA, BMP10, ALK4, ALK5, ALKY si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu,
Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu moleculd mica, sau
o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin ALK4, optional inhiband
suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina
B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau
activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, ActRIIB, BMP10, ALK5, ALK7 si
una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un
antagonist de GDF/BMP cu moleculd mica, sau o combinatie de antagonisti cu
molecule mici, inhiba cel putin ALKS5, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi
dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina
AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11,
GDF3, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, BMP10, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu molecula
mica, sau o combinatie de antagonisti cu molecule mici, inhiba cel putin ALK7, optional
inhiband suplimentar unul sau mai multe dintre GDF8, activina (de exemplu, activina
A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE
si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS,
BMP10 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele
cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu molecula mica, sau o combinatie de antagonisti
cu molecule mici, asa cum este dezvaluit aici, nu inhiba sau nu inhiba substantial
BMP9. in unele cazuri, un antagonist de GDF/BMP cu molecul& micd sau o combinatie
de antagonisti cu molecule mici, asa cum este dezvaluit aici, nu inhiba sau nu inhiba
substantial activina A.

Antagonistii de GDF/BMP cu molecula mica pot fi inhibitori directi sau indirecti.
De exemplu, un antagonist cu molecule mici sau o combinatie de antagonisti cu
molecule mici indirecti pot inhiba exprimarea (de exemplu, transcriptia, translatia,
secretie celulara sau combinatii ale acestora) a cel putin unuia sau mai multor liganzi
de GDF/BMP [de exemplu, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina B, activina BC, activina AE sau activina
BE), GDF11, BMP15, BMP6, GDF3, BMP10 si/sau GDF8], receptor de tip | (de
exemplu, ALK4, ALKS si/sau ALK7), receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau
ActRIIB), co-receptor si/sau a uneia sau mai multor componente de semnalizare din
aval (de exemplu, Smad-uri). Alternativ, un antagonist cu molecule mici sau o
combinatie de antagonisti cu molecule mici directi se pot lega direct si inhiba, de
exemplu, unul sau mai multi unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP [de exemplu,
activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina
AC, activina B, activina BC, activina AE sau activina BE), GDF11, BMP15, BMP6,
GDF3, BMP10 si/sau GDF8], receptor de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS si/sau ALK7),
receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB), co-receptor si/sau unul sau
mai multe componente de semnalizare din aval (de exemplu, Smad-uri). Combinatiile
unuia sau mai multor antagonisti de GDF/BMP cu molecula mica indirecti si unuia sau
mai multor directi pot fi utilizate in conformitate cu metodele descrise aici.
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Antagonistii cu molecule mici de legare conform prezentei dezvaluiri pot fi
identificati si sintetizati chimic folosind metodologia cunoscuta (vezi, de exemplu,
Publicatile PCT Nr. WO 00/00823 si WO 00/39585). in general, antagonistii cu
molecule mici conform dezvaluirii au de obicei o dimensiune mai mica de aproximativ
2000 daltoni, alternativ mai mica de aproximativ 1500, 750, 500, 250 sau 200 daltoni,
in care astfel de molecule organice mici sunt capabile de legare, preferabil specific, la
o polipeptida asa cum este descris aici. Acesti antagonisti cu moleculele mici pot fi
identificati fara experimentari nejustificate folosind tehnici bine cunoscute. in acest
sens, se remarca faptul ca tehnicile de screening a bibliotecilor organice de molecule
mici pentru molecule care sunt capabile sa se lege de o tinta polipeptidica sunt bine
cunoscute in domeniu (vezi, de exemplu, publicatiile internationale de brevet nr.
WOO00/00823 si WO00/39585).

Moleculele organice mici de legare din prezenta dezvaluire pot fi, de exemplu,
aldehide, cetone, oxime, hidrazone, semicarbazone, carbazide, amine primare, amine
secundare, amine tertiare, hidrazine N-substituite, hidrazide, alcooli, eteri, tioli, tioeteri,
disulfuri, acizi carboxilici, esteri, amide, uree, carbamati, carbonati, cetali, tiocetali,
acetali, tioacetali, halogenuri de aril, aril sulfonati, halogenuri de alchil, alchil sulfonati,
compusi aromatici, compusi heterociclici, aniline, alchene, alchine, dioli, amino alcooli,
oxazolidine, oxazoline, tiazolidine, tiazoline, enamine, sulfonamide, epoxizi, aziridine,
izocianati, cloruri de sulfonil, compusi diazonici si cloruri acide.

6. Antagonisti polinucleotidici

In alte cazuri, un antagonist de GDF/BMP care trebuie utilizat in conformitate
cu metodele si utilizarile descrise aici este o polinucleotida (antagonist polinucleotidic
de GDF/BMP), sau o combinatie de polinucleotide. Un antagonist polinucleotidic de
GDF/BMP sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici poate inhiba, de exemplu,
unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP (de exemplu, activina, GDF11, GDF8, GDF3,
BMP6, BMP10 si/sau BMP15), receptori de tip | (de exemplu, ALK4, ALKS si/sau
ALKY7), receptori de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB), un co-receptor si/sau
componentd de semnalizare in aval (de exemplu, Smad-uri). In unele cazuri, un
antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de
GDF/BMP, inhiba semnalizarea mediaté de unul sau mai multi liganzi de GDF/BMP,
de exemplu, asa cum este determinat intr-o analiza pe baza de celule, cum ar fi cele
descrise aici. Dupa cum este descris aici, antagonistii polinucleotidici GDF/BMP pot fi
folositi, singuri sau in combinatie cu una sau mai multe terapii de sustinere sau agenti
activi, pentru a trata, preveni sau reduce viteza de progresare si/sau severitatea
hipertensiunii pulmonare (PH), in special tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau severitatii uneia sau mai multor complicatii asociate cu PH.

In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic de GDF/BMP sau o combinatie de
antagonisti polinucleotidici inhiba cel putin GDF11, optional inhiband suplimentar unul
sau mai multi GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina
E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), GDF3, BMP6,
BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine
Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic
sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP, inhiba cel putin GDFS,
optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF11, activina (de exemplu,
activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC,
activina AE si/sau activina BE), GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB,
ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si
3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti
polinucleotidici de GDF/BMP, inhiba cel putin activina (activina A, activina B, activina
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C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE),
optional inhiband suplimentar una sau mai multe dintre GDF8, GDF11, GDF3, BMP6,
BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK5, ALKY7 si una sau mai multe proteine
Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic
sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel putin activina
B, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, GDF11, GDF3,
BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai multe
proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist
polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel
putin BMP6, optional inhibdnd suplimentar unul sau mai multi GDF8, activina (de
exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina
BC, activina AE si/sau activina BE), GDF3, GDF11, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB,
ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si
3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti
polinucleotidici de GDF/BMP, inhiba cel putin BMP15, optional inhiband suplimentar
unul sau mai multi GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C,
activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), GDF3,
BMP6, GDF11, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe
proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist
polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel
putin GDF3, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de
exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina
BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, BMP10, ActRIIA, ActRIIB,
ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si
3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti
polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel putin BMP 10, optional inhib&nd suplimentar
unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina
C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE),
BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai
multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un antagonist
polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel
putin ActRIIA, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina
(de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC,
activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, BMP10,
ActRIIB, ALK4, ALKS, ALKY7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-
urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o combinatie de
antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel putin ActRIIB, optional inhiband
suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina
B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau
activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, BMP10, ALK4, ALK5, ALK7 si
una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele cazuri, un
antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti polinucleotidici de
GDF/BMP inhiba cel putin ALK4, optional inhib&nd suplimentar unul sau mai mulfi
dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina
AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11,
GDF3, ActRIIA, ActRIIB, BMP10, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o
combinatie de antagonisti polinucleotidici de GDF/BMP inhiba cel putin ALKS, optional
inhiband suplimentar unul sau mai multi dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A,
activina B, activina C, activina E, activina AB, activina AC, activina BC, activina AE
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si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11, GDF3, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, BMP10,
ALK7 si una sau mai multe proteine Smad (de exemplu, Smad-urile 2 si 3). in unele
cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o combinatie de antagonisti pollnucleot|d|C| de
GDF/BMP, inhiba cel putin ALK7, optional inhiband suplimentar unul sau mai multi
dintre GDF8, activina (de exemplu, activina A, activina B, activina C, activina E, activina
AB, activina AC, activina BC, activina AE si/sau activina BE), BMP15, BMP6, GDF11,
GDF3, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS5, BMP10 si una sau mai multe proteine Smad (de
exemplu, Smad-urile 2 si 3). In unele cazuri, un antagonist polinucleotidic sau o
combinatie de antagonlstl polinucleotidici de GDF/BMP, asa cum este dezvaluit aici,
nu inhib& sau nu inhib& substantial BMP9. in unele cazuri, un antagonist polinucleotidic
sau o combinatie de antagonl$tl polinucleotidici de GDF/BMP, asa cum este dezvaluit
aici, nu inhiba sau nu inhiba substantial activina A.

in unele cazuri, antagonistii polinucleotidici conform dezvaluirii pot fi un acid
nucleic antisens, o molecula de ARNi [de exemplu, ARN cu interferenta mica (ARNsi),
ARN ac de par scurt (ARNsh), microARN (miARN)], un aptamer si/sau un ribozim.
Secventele de acid nucleic si aminoacizi ale proteinelor umane GDF11, GDF8, activina
(actlvma A, activina B, activina C si activina E), BMP6, GDF3, ActRIIA ActRIIB,
BMP10, ALK4, ALKS, ALK7 BMP153| Smad sunt cunoscute in domeniu. In plus, multe
metode diferite de generare a antagon|$tllor polinucleotidici sunt bine cunoscute in
domeniu. Prin urmare, antagonistii polinucleotidici pentru utilizarea in conformitate cu
aceasta dezvaluire pot fi obtinuti in mod obisnuit de catre specialistii in domeniu pe
baza cunostintelor in domeniu si a invataturilor furnizate aici.

Tehnologia antisens poate fi utilizata pentru a controla exprimarea genelor prin
ADN sau ARN antisens sau prin formarea unei elice triple. Tehnicile antisens sunt
discutate, de exemplu, in Okano (1991) J. Neurochem. 56:560; Oligodeoxynucleotides
as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, Fla. (1988).
Formarea elicei triple este discutatd, de exemplu, in Cooney si colab. (1988) Science
241:456; si Dervan si colab., (1991) Science 251:1300. Metodele se bazeaza pe
legarea unei pohnucleotlde la un ADN sau ARN complementar. In unele cazuri, acizii
nucleici antisens cuprind un ARN monocatenar sau o secventa de ADN care este
complementara cu cel putin o portiune a transcriptului de ARN al unei gene descrise
aici. Cu toate acestea, complementaritatea absoluta, desi preferata, nu este necesara.

O secventa "complementara cu cel putin o portiune de ARN", la care se face
referire aici, inseamna o secventa avand complementaritate suficienta pentru a putea
hibridiza cu ARN-ul, formand un duplex stabil; in cazul acizilor nucleici antisens dublu
catenari ai unei gene dezvaluite aici, o singura catena a ADN-ului duplex poate fi
testata astfel sau poate fi testata formarea unui triplex. Capacitatea de hibridizare va
depinde atat de gradul de complementaritate, cat si de lungimea acidului nucleic
antisens. In general, cu cat acidul nucleic care se hibridizeaza este mai mare, cu atat
poate contine mai multe nepotriviri de baze cu un ARN si mai poate forma inca un
duplex stabil (sau triplex dupa caz). Un specialist in domeniu poate stabili un grad
tolerabil de nepotrivire prin utilizarea procedurilor standard pentru a determina punctul
de topire al complexului hibridizat.

Polinucleotidele care sunt complementare capatului 5' al mesajului, de exemplu,
secventa 5'-netranslatatéa pana la codonul de initiere AUG inclusiv, ar trebui sa
functioneze cel mai eficient la inhibarea translatiei. Cu toate acestea, s-a dovedit ca
secvente complementare secventelor 3'-netranslatate de ARNm sunt eficiente si la
inhibarea translatiei ARNm [vezi, de exemplu, Wagner, R., (1994) Nature 372:333-
335]. Astfel, oligonucleotidele complementare oricareia dintre regiunile 5' si 3'-
netranslatate, necodificate ale unei gene din dezvaluire, ar putea fi utilizate intr-o



e 2019 0695

abordare antisens pentru a inhiba translatia unui ARNm endogen. Polinucleotidele
complementare regiunii 5'-netranslatate a ARNm ar trebui sa includa complementul
codonului de start AUG. Polinucleotidele antisens complementare regiunilor de
codificare a ARNm sunt inhibitori mai putin eficienti ai translatiei, dar ar putea fi utilizati
in conformitate cu metodele prezentei descrieri. Indiferent daca sunt proiectate pentru
a hibridiza la regiunea 5'-, 3'- sau cea de codare a unui ARNm conform dezvaluirii,
acizii nucleici antisens ar trebui sa aiba o lungime cel putin de sase nucleotide si, de
preferinta, sunt oligonucleotide cuprinse intre 6 si aproximativ 50 nucleotide in lungime.
In cazuri specifice oligonucleotida este de cel putin 10 nucleotide, cel putin 17
nucleotide, cel putin 25 de nucleotide sau cel putin 50 de nucleotide.

Intr-un caz, acidul nucleic antisens din prezenta dezvéiluire este produs
intracelular prin transcriptie dintr-o secventa exogena. De exemplu, un vector sau o
portiune a acestuia este transcris, producand un acid nucleic antisens (ARN) al unei
gene conform dezvaluirii. Un astfel de vector ar putea contine o secventa care codifica
acidul nucleic antisens dorit. Un astfel de vector poate raméane epizomal sau poate
deveni integrat cromozomial, atata timp cat poate fi transcris pentru a produce ARN-ul
antisens dorit. Astfel de vectori pot fi construiti prin metode tehnologice de ADN
recombinant standard in domeniu. Vectorii pot fi plasmide, virale sau altele cunoscute
in domeniu, utilizate pentru replicare si exprimare in celule de vertebrate. Exprimarea
secventei care codifica genele dorite sau fragmente ale acestora conform prezentei
dezvaluiri, poate fi facuta de orice promotor cunoscut in domeniu pentru a actiona la
vertebrate, preferabil celule umane. Astfel de promotori pot fi inductibili sau constitutivi.
Astfel de promotori includ, dar nu se limiteaza la, regiunea promotorului timpuriu SV40
[vezi, de exemplu, Benoist si Chambon (1981) Nature 290:304-310], promotorul
continut in repetarea terminala lunga 3' a virusului sarcomului Rous [vezi, de exemplu,
Yamamoto si colab. (1980) Cell 22: 787-797], promotorul de herpes timidina [vezi, de
exemplu, Wagner si colab. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445], si
secventele reglatoare ale genei metalotioneinei [vezi, de exemplu, Brinster si colab.
(1982) Nature 296: 39-42].

in unele cazuri, antagonistii polinucleotidici sunt molecule de ARN interferente
(ARN:I) care tintesc exprimarea uneia sau mai multora dintre: GDF11, GDF8, activina
(activina A, activina B, activina C si activina E), BMP6, GDF3, ActRIIA, Proteinele
ActRIIB, BMP10, ALK4, ALKS, ALK7, BMP15 si Smad. ARNi se refera la exprimarea
unui ARN care interfereaza cu exprimarea ARNm tintit. Specific, ARNi silentiaza o
gena tintita prin interactiunea cu ARNm specific printr-un ARNsi (ARN interferent mic).
Complexul ARN ds este apoi tintit pentru degradarea de catre celula. O molecula de
ARNSsi este un ARN duplex dublu catenar cu o lungime de 10 pana la 50 de nucleotide,
care interfereaza cu exprimarea unei gene tinta care este suficient de complementar
(de exemplu, cel putin 80% identitate cu gena). In unele cazuri, molecula de ARNSi
cuprinde o secventa de nucleotide care este cel putin 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 sau
100% identica cu secventa de nucleotide a genei tinta.

Molecule suplimentare de ARNi includ ARN cu ac de par scurt (ARNsh); de
asemenea, ac de par cu interferenta scurta si microARN (miARN). Molecula de ARNsh
contine secvente sens si antisens de la o gena tinta conectata printr-o bucla. ARNsh
este transportat din nucleu in citoplasma si este degradat impreuna cu ARNm.
Promotorii Pol Il sau U6 pot fi utilizati pentru exprimarea ARN-urilor pentru ARNi.
Paddison si colab. [Genes & Dev. (2002) 16:948-958, 2002] au folosit molecule mici
de ARN pliate in ac de par ca mijloc de a afecta ARNi. Prin urmare, astfel de molecule
de ARN tip ac de par scurt (ARNsh) sunt de asemenea utilizate avantajos in metodele
descrise aici. Lungimea tijei si a buclei de ARNsh functionale variaza; lungimile tijei pot
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varia de la aproximativ 25 la aproximativ 30 nt, iar dimensiunea buclei poate varia intre
4 si aproximativ 25 nt fara a afecta activitatea de silentiere. Desi nu doresc sa fie legati
de nicio teorie anume, se crede ca aceste ARNsh-uri seamana cu produsele de ARN
dublu catenar (ARNds) ale DICER RNazei si, in orice caz, au aceeasi capacitate de
inhibare a exprimarii unei gene specifice. ARNsh poate fi exprimat dintr-un vector
lentiviral. Un miARN este un ARN monocatenar cu o lungime de aproximativ 10 pana
la 70 de nucleotide care este initial transcris ca pre-miARN caracterizat printr-o
structura "tija-bucla", care sunt ulterior procesate in miARN matur dupa procesarea
ulterioara prin RISC.

Moleculele care mediaza ARNi, incluzand fara limitare ARNsi, pot fi produse in
vitro prin sinteza chimica (Hohjoh, FEBS Lett 521:195-199, 2002), hidroliza ARNds
(Yang si colab., Proc Natl Acad Sci USA 99:9942-9947, 2002), transcriptie in vitro cu
ARN polimeraza T7 (Donzeet si colab., Nucleic Acids Res 30:e46, 2002; Yu si colab.,
Proc Natl Acad Sci USA 99:6047-6052, 2002), si prin hidroliza ARN dublu-catenar
utilizédnd o nucleaza cum ar fi E. coli RNaza Il (Yang si colab., Proc Natl Acad Sci USA
99:9942-9947, 2002).

Conform unui alt caz, dezvaluirea furnizeaza antagonisti polinucleotidici care
includ, dar nu se limiteaza la, un ADN momeala, un ADN dublu-catenar, un ADN
monocatenar, un ADN complexat, un ADN incapsulat, un ADN viral, un ADN plasmidic,
un ARN gol, un ARN incapsulat, un ARN viral, un ARN dublu-catenar, o molecula
capabila sa genereze interferentd ARN sau combinatii ale acestora.

In unele cazuri, antagonistii polinucleotidici conform dezvaluirii sunt aptameri.
Aptamerii sunt molecule de acid nucleic, incluzand ADN dublu-catenar si molecule de
ARN monocatenar, care se leaga si formeaza structuri tertiare care se leaga specific
la o molecula tinta. Generarea si utilizarea terapeutica a aptamerilor sunt bine stabilite
in domeniu (vezi, de exemplu, Brev. U.S. nr. 5,475,096). Informatii suplimentare
despre aptameri pot fi gasite in Publicatia cererii de brevet U.S. Nr. 20060148748.
Aptamerii acidului nucleic sunt selectati utilizand metode cunoscute in domeniu, de
exemplu prin intermediul procesului Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment (SELEX). SELEX este o metoda pentru evolutia in vitro a moleculelor de
acid nucleic cu legare foarte specifica la moleculele tintéd asa cum este descris in, de
exemplu, Brev. S.U.A. nr. 5.475.096; 5.580.737; 5.567.588; 5.707.796; 5.763.177;
6.011.577; si 6.699.843. O altd metoda de screening pentru identificarea aptamerilor
este descrisa in Brev. S.U.A. nr. 5.270.163. Procesul SELEX se bazeaza pe
capacitatea acizilor nucleici de a forma o varietate de structuri bidimensionale si
tridimensionale, precum si pe versatilitatea chimica disponibila inh cadrul monomerilor
nucleotidici de a actiona ca liganzi (formand perechi de legare specifice) cu practic
orice compus chimic, fie monomerice, fie polimerice, incluzand alte molecule de acid
nucleic si polipeptide. Moleculele de orice dimensiune sau compozitie pot servi drept
tinte. Metoda SELEX implica selectarea dintr-un amestec de oligonucleotide candidate
si iteratii in etape a legarii, partitionare si amplificare, utilizdnd aceeasi schema
generala de selectie, pentru a se obtine afinitatea si selectivitatea de legare dorite.
Pornind de la un amestec de acizi nucleici, care poate cuprinde un segment de
secventa randomizatd, metoda SELEX include etape de contactare a amestecului cu
tinta Tn conditii favorabile legarii; partitionarea acizilor nucleici nelegati din acei acizi
nucleici care s-au legat specific la moleculele tinta; disocierea complecsilor acid
nucleic-tinta; amplificarea acizilor nucleici disociati de la complecsii acid nucleic-tinta
pentru a produce un amestec de acizi nucleici imbogatit cu ligand. Etapele de legare,
partitionare, disociere si amplificare se repeta prin céate cicluri se doreste pentru a
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produce liganzi ai acidului nucleic care se leaga cu afinitate si specificitate ridicate la
molecula tinta.

Tipic, astfel de molecule de legare sunt administrate separat la animal [vezi, de
exemplu, O'Connor (1991) J. Neurochem. 56:560], dar astfel de molecule de legare
pot fi exprimate de asemenea si in vivo din polinucleotide preluate de o celuld gazda
si exprimate in vivo [vezi, de exemplu, Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors
of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, Fla. (1988)].

7. Folistatina si antagonisti de FLRG

In alte cazuri, un antagonist de GDF/BMP este o folistatind sau o polipeptida
FLRG. Asa cum este descris aici, folistatina si/sau polipeptida FLRG pot fi utilizate
pentru a trata, preveni sau reduce viteza de progresare si/sau severitatea
hipertensiunii pulmonare (PH), in special tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau severitatea uneia sau mai multor complicatii asociate cu PH.

Termenul "polipeptida folistatina" include polipeptide care cuprind orice
polipeptida naturald a folistatinei precum si orice variante ale acesteia (incluzand
mutanti, fragmente, fuziuni si forme peptidomimetice) care pastreaza o activitate utila
si include in plus orice monomer sau multimer functional al folistatinei. in anumite
cazuri preferate, polipeptidele folistatinei conform dezvaluirii se leaga si/sau inhiba
activitatea activinei, in special a activinei A. Variantele de polipeptide folistatinice care
pastreaza proprietati de legare la activina pot fi identificate pe baza studiilor anterioare
care implica interactiuni intre folistatina si activind. De exemplu, W0O2008/030367
dezvaluie domenii specifice de folistatina ("FSD-uri") care s-au dovedit a fi importante
pentru legarea activinei. Asa cum este aratat mai jos in SEQ ID NO: 28-30, domeniul
N-terminalul folistatinei ("FSND" SEQ ID NO: 28), FSD2 (SEQ ID NO: 30) si intr-o
masura mai mica FSD1 (SEQ ID NO: 29) reprezinta domenii exemplare in folistatina
care sunt importante pentru legarea activinei. in plus, metodele pentru realizarea Si
testarea bibliotecilor de polipeptide sunt descrise mai sus in contextul polipeptidelor
ActRII si astfel de metode se refera si la fabricarea si testarea variantelor de folistatina.
Polipeptidele folistatine includ polipeptide derivate din secventa oricarei folistatine
cunoscute avand o secventa cel putin aproximativ 80% identica cu secventa unei
polipeptide folistatinice si optional cel putin 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau
o identitate mai mare. Exemple de polipeptide de folistatina includ polipeptida
folistatina matura sau izoforme mai scurte sau alte variante ale polipeptidei
precursoare a folistatinei umane (SEQ ID NO: 26) asa cum este descris, de exemplu,
in WO2005/025601.

Izoforma polipeptidica a precursorului de folistatina umana FST344 este dupa

cum urmeaza:
1 MVRARHOPGG LCLLLLLLCQO FMEDRSAQAG NCWLRQAKNG RCOVLYKTIEL

5] SKEECCSTGR LSTSWIEEDV NDNTLERKWMI FNGGAPNCIP CRETCENVDC
101 GPGKKCEMNK KNKPRCVCAP DCSNITWKGP VCGLDGKTIYR NECALLKARC
151 KEQPELEVQY QGRCEKTCRD VEFCPGSSTCV VDQTNNAYCVYV TCNRICPEPA
201 SSEQYLCGND GVIYSSACHL RKATCLLGRS IGLAYEGKCI KAKSCEDIQC
251 TGGKKCLWDE KVGRGRCSLC DELCPDSKSD EPVCASDNAT YASECAMKEA
301 ACSSGVLLEV KHSGSCNSIS EDTEEEEEDE DODRYSEFRISS ILEW

(SEQ ID NO: 26; NCBI Reference No. NP 037341.1)
Peptida semnal este subliniata; de asemenea, mai sus, sunt subliniate ultimele
27 de reziduuri care reprezinta extensia C-terminala distingénd aceasta izoforma de
folistatina de izoforma de folistatin mai scurta FST317 prezentata mai jos.
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Izoforma polipeptidei precursorului de folistatina umana FST317 este dupa cum

urmeaza:
I MVRARHQPGG LCLLLLLLCQ FMEDRSAQAG NCWLRQAKNG

RCOVLYKTEL
51 SKEECCSTGR LSTSWTEEDV NDNTLFKWMI FNGGAPNCIP CKETCENVDC
101 GPGKKCRMNK KNKPRCVCAP DCSNITWKGP VCGLDGKTYR
NECALLKARC
151 KEQPELEVQY QGRCKKTCRD VECPGSSTCY VDOTNNAYCV TCNRICPEPA

201 SSEQYLCGND GVTYSSACHL RKATCLLGRS IGLAYEGK CI KAKSCEDIQC
251 TGGKEKCLWDF KVGRGRCSLC DELCPDSKSD EPVCASDNAT
YASECAMKEA

301 ACSSGVLLEV KHSGSCN (SEQ ID NO: 27, NCBI Reference No. NP (:06341.1)
Peptida semnal este subliniata.

Secventa domeniului N-terminal al folistatinei (FSND) este urmatoarea:
GNCWLRQAKNGRCQVLYKTELSKEECCSTGRLSTSWTEEDVNDN
TLEKWMIFNGGAPNCIPCK (SEQ ID NO: 28; FSND)

Secventele FSD1 si FSD2 sunt dupa cum urmeaza:
ETCENVDCGPGKKCRMNKKNKPRCYV (SEQ ID NO: 29; FSD1)
KTCRDVFCPGSSTCVVDQTNNAYCVT (SEQ ID NO: 30; FSD2)

In alte cazuri, un agent pentru utilizarea in conformitate cu metodele dezvéluite
aici este o gena asemanatoare folistatinei (FLRG), cunoscutad si sub numele de
proteina 3 finrudita cu folistatina (FSTL3). Termenul "polipeptida FLRG" include
polipeptide care cuprind orice polipeptida care apare natural a FLRG precum si orice
variante ale acesteia (inclusiv mutanti, fragmente, fuziuni si forme peptidomimetice)
care pastreaza o activitate utild. Tn anumite cazuri preferate, polipeptidele FLRG din
dezvaluire se leaga si/sau inhiba activitatea activinei, in special a activinei A. Variantele
de polipeptide FLRG care pastreaza proprietati de legare la activina pot fi identificate
folosind metode de rutind pentru a analiza interactiunilor intre FLRG si activina (vezi,
de exemplu, US 6,537,966). In plus, metodele pentru realizarea si testarea bibliotecilor
de polipeptide sunt descrise mai sus in contextul polipeptidelor ActRIl si astfel de
metode se refera, de asemenea, la fabricarea si testarea variantelor de FLRG.
Polipeptidele FLRG includ polipeptide derivate din secventa oricarei FLRG cunoscute
avand o secventa cel putin aproximativ 80% identica cu secventa unei polipeptide
FLRG si optional o identitate de cel putin de 85%, 90%, 95%, 97%, 99% sau mai mare.

Precursorul polipeptidei FLRG umane (precursorul proteinei 3 inrudite cu

folistatina) este dupa cum urmeaza:
| MRPGAPGPLW PLPWGALAWA VGFVSSMGSG NPAPGGVCWL QQGQEATCSL

51 VLOQTDVTRAE CCASGNIDTA WSNLTHPGNK INLLGFLGLY HCLPCKDSCD
101 GVECGPGKAC RMLGGRPRCE CAPDCSGLPA RLOVCGSDGA TYRDECELRA

151  ARCRGHPDLS VMYRGRCRKS CEHVVCPRPQ SCVVDQTGSA HCVVCRAAPC
2001 PVPSSPGOEL CONNNYVTYIS SCHMROATCF LGRSIGVEHA GSCAGTPEEP
251  PGGESAEEEE NFV (SEQ ID NO: 31; Nr. referintd NCBI NP_005851.1)
Peptida semnal este subliniata.
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In anumite cazuri, variantele functionale sau formele modificate ale
polipeptidelor folistatine si ale polipeptidelor FLRG includ proteine de fuziune care au
cel putin o portiune din polipeptida folistatinad sau polipeptida FLRG si unul sau mai
multe domenii de fuziune, cum ar fi, de exemplu, domenii care faciliteaza izolarea,
detectarea, stabilizarea sau multimerizarea polipeptidei. Domeniile de fuziune
adecvate sunt discutate in detaliu mai sus cu referire la polipeptidele ActRII. intr-un
anumit caz, un agent antagonist conform dezvaluirii este o proteina de fuziune care
cuprinde o portiune de legare a activinei dintr-o polipeptida folistatina fuzionata la un
domeniu Fc. intr-un alt caz, un agent antagonist al dezvaluirii este o proteina de fuziune
care cuprinde o portiune de legare a activinei dintr-o polipeptida FLRG fuzionata la un
domeniu Fc.

8. Analize de screening

In anumite cazuri, prezenta dezvaluire se refera la utilizarea antagonisti de
GDF/BMP in cauza (de exemplu, polipeptide ActRII si variante ale acestora) pentru a
se identifica compusii (agenti) care pot fi utilizati pentru a trata, preveni sau reduce
viteza de progresare si/sau severitatea hipertensiunii pulmonare (PH), in special
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau severitatea uneia sau
mai multor complicatii asociate PH.

Existd numeroase abordéari ale screening-ului agentilor terapeutici pentru
tratarea PH prin semnalizarea tintita (de exemplu, semnalizarea Smad) a unuia sau
mai multor liganzi de GDF/BMP. in anumite cazuri, screeningul de mare viteza al
compusilor poate fi efectuat pentru a se identifica agentii care perturbeaza efectele
mediate de liganzii de GDF/BMP pe o linie celulara selectata. In anumite cazuri, analiza
se efectueaza pentru a selecta si identifica compusii care inhiba sau reduc in mod
specific legarea unui ligand de GDF/BMP (de exemplu, activina A, activina B, activina
AB, activina C, GDF3, BMP6, GDF8, GDF15, GDF11 sau BMP10) la partenerul sau
de legare, cum ar fi un receptor de tip Il (de exemplu, ActRIIA si/sau ActRIIB).
Alternativ, analiza poate fi utilizatéd pentru a identifica compusii care sporesc legarea
unui ligand de GDF/BMP de partenerul sau de legare, cum ar fi un receptor de tip II.
Intr-un alt caz, compusii pot fi identificati prin capacitatea lor de a interactiona cu un
receptor de tip Il.

O varietate de formate de testare va fi suficienta si, in lumina prezentei
dezvaluiri, cele care nu sunt descrise in mod expres aici vor fi totusi intelese de catre
un specialist in domeniu. Asa cum este descris aici, compusii de testat (agentii) din
dezvaluire pot fi creati prin orice metoda chimica combinatorie. Alternativ, compusii in
cauza pot fi biomolecule care apar natural, sintetizate in vivo sau in vitro. Compusii
(agenti) care trebuie testati in ceea ce priveste capacitatea lor de a actiona ca
modulatori ai cresterii tesuturilor pot fi produsi, de exemplu, de bacterii, drojdie, plante
sau alte organisme (de exemplu, produse naturale), produse chimic (de exemplu,
molecule mici, inclusiv peptidomimetice), sau produse recombinante. Compusii de
testare considerati prin prezenta dezvaluire includ molecule organice non-peptidilice,
peptide, polipeptide, peptidomimetice, zaharuri, hormoni si molecule de acid nucleic.
In anumite cazuri, agentul de testare este o molecula organicd mica avand o greutate
moleculara mai mica de aproximativ 2.000 de Daltoni.

Compusii de testare conform dezvaluirii pot fi furnizati ca entitati unice, discrete,
sau furnizati in biblioteci de complexitate mai mare, cum ar fi realizate prin chimie
combinatorie. Aceste biblioteci pot cuprinde, de exemplu, alcooli, halogenuri de alchil,
amine, amide, esteri, aldehide, eteri si alte clase de compusi organici. Prezentarea
compusilor de testat la sistemul de testare poate fi fie intr-o forma izolata, fie ca
amestecuri de compusi, in special n etapele initiale de screening. Optional, compusii
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pot fi optional derivatizati cu alti compusi si au grupari de derivatizare care faciliteaza
izolarea compusilor. Exemple nelimitative de grupari de derivatizare includ biotina,
fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescenta verde, izotopi, polihistidina, perle
magnetice, glutation S-transferaza (GST), agenti de reticulare fotoactivabili sau orice
combinatii ale acestora.

In multe programe de screening pentru medicamente care testeaza biblioteci
de compusi si extracte naturale, sunt de dorit analize de mare viteza pentru a maximiza
numarul de compusi studiati intr-o anumita perioada de timp. Analizele care sunt
efectuate in sisteme fara celule, cum ar fi cele derivate cu proteine purificate sau
semipurificate, sunt adesea preferate ca screeninguri "primare" prin faptul ca pot fi
generate pentru a permite dezvoltarea rapida si detectarea relativ usoara a unei
modificari intr-un tinta moleculara care este mediata de un compus de testat. Mai mult,
efectele toxicitatii celulare sau ale biodisponibilitatii compusului testat pot fi in general
ignorate in in vitro analiza fiind in schimb, concentrata in primul rand pe efectul
medicamentului asupra tintei moleculare, asa cum se poate manifesta intr-o modificare
a afinitatii de legare intre un ligand de GDF/BMP (de exemplu, activina A, activina B,
activina AB, activina C, GDF8, GDF15, GDF11, GDF3, BMP6 sau BMP10) si
partenerul sau de legare, cum ar fi un receptor de tip |l (de exemplu, ActRIIA si/sau
ActRIIB).

Numai pentru ilustrare, intr-un test de screening exemplar al prezentei
dezvaluiri, compusul de interes este contactat cu o polipeptida ActRIIB izolata si
purificata, care este in mod obisnuit capabila sa se lege la un ligand de ActRIIB, dupa
cum este adecvat pentru intentia analizei. La amestecul compusului si polipeptidei de
ActRIIB se adauga apoi la o compozitie care contine un ligand de ActRIIB (de exemplu,
GDF11). Detectarea si cuantificarea complecsilor de ligand ActRIIB/ActRIIB ofera un
mijloc pentru determinarea eficacitatii compusului la inhibarea (sau potentarea)
formarii complexului intre polipeptida ActRIIB si proteina sa de legare. Eficacitatea
compusului poate fi evaluata prin generarea, din datele obtinute, a curbelor doza-
raspuns folosind diferite concentratii ale compusului testat. Mai mult, o analizéd de
control poate fi, de asemenea, efectuata pentru a oferi o linie de baza pentru
comparatie. De exemplu, intr-o analizd de control, ligandul ActRIIB izolat si purificat
este adaugat la o compozitie care contine polipeptida ActRIIB, si formarea complexului
ActRIIB/ ligand de ActRIIB este cuantificatd in absenta compusului de testat. Se va
intelege ca, in general, ordinea in care reactantii pot fi amestecati poate fi variata si
pot fi amestecati simultan. Mai mult, in locul proteinelor purificate, se pot utiliza extracte
celulare si lizate pentru a se obtine un sistem adecvat de testare fara celule.

Formarea complexului intre ligandul GDF/BMP si proteina sa de legare poate fi
detectata printr-o varietate de tehnici. De exemplu, modularea formarii complecsilor
poate fi cuantificata folosind, de exemplu, proteine etichetate detectabil, cum ar fi
etichetate radioactiv (de exemplu, 3°P, %S, 4C sau 3H), etichetate fluorescent (de
exemplu, FITC), sau polipeptida ActRIIB etichetata enzimatic si/sau proteina de legare
a acesteia, prin imunoanaliza sau prin detectare cromatografica.

In anumite cazuri, prezenta dezvaluire are in vedere utilizarea analizelor de
polarizare a fluorescentei si a analizelor de transfer de energie prin rezonanta de
fluorescenta (FRET) in masurarea, directd sau indirectd, a gradului de interactiune
dintre un ligand de GDF/BMP si proteina sa de legare. Mai mult, alte moduri de
detectare, cum ar fi cele bazate pe ghiduri de unde optice (vezi, de exemplu, Publicatia
PCT WO 96/26432 si Brev. U.S. nr. 5,677,196), rezonanta plasmonica de suprafata
(SPR), senzorii de sarcina de suprafata si senzorii de fortd de suprafata sunt
compatibili cu multe cazuri ale dezvaluirii.
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Mai mult, prezenta dezvaluire are in vedere utilizarea unei analize de
interactiune capcana, cunoscut si sub denumirea de "analiza cu doi hibrizi", pentru
identificarea agentilor care perturbeaza sau potenteaza interactiunea dintre un ligand
de GDF/BMP si partenerul sdu de legare. Vezi, de exemplu, Brev. U.S. nr. 5,283,317,
Zervos si colab. (1993) Cell 72:223-232; Madura si colab. (1993) J Biol Chem
268:12046-12054; Bartel si colab. (1993) Biotechniques 14:920-924; si lwabuchi si
colab. (1993) Oncogene 8:1693-1696). Intr-un caz specific, prezenta dezvaluire are in
vedere utilizarea unor sisteme inversate cu doi hibrizi pentru a identifica compusii (de
exemplu, molecule mici sau peptide) care disociaza interactiunile dintre un ligand
GDF/BMP si proteina sa de legare [vezi, de exemplu, Vidal si Legrain, (1999) Nucleic
Acids Res 27:919-29; Vidal si Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; si Brev.
S.U.A. nr. 5.525.490; 5.955.280; si 5.965.368].

In anumite cazuri, compusii in cauza sunt identificati prin capacitatea lor de a
interactiona cu un ligand de GDF/BMP. Interactiunea dintre un compus si ligandul de
GDF/BMP poate fi covalenta sau necovalentd. De exemplu, o astfel de interactiune
poate fi identificata la nivel de proteina folosind metode biochimice in vitro, inclusiv
reticularea foto, legarea ligandului radioetichetat si cromatografia de afinitate [vezi, de
exemplu, Jakoby WB si colab. (1974) Methods in Enzymology 46:1]. anumite cazuri,
compusii pot fi selectati intr-un test bazat pe un mecanism, cum ar fi un test pentru
detectarea compusilor care se leaga la un ligand de GDF/BMP. Aceasta poate include
un eveniment de legare in faza solida sau in faza fluida. Alternativ, gena care codifica
ligandul de GDF/BMP poate fi transfectata cu un sistem raportor (de exemplu, [3-
galactozidaza, luciferaza sau proteina fluorescenta verde) intr-o celula si supusa unui
screening fata de biblioteca, de preferinta prin screening de mare viteza sau cu membri
individuali ai bibliotecii. Pot fi utilizate analize de legare bazate pe alte mecanisme; de
exemplu, analize de legare care detecteaza modificari ale energiei libere. Analizele de
legare pot fi efectuate cu tinta fixatd pe godeu, perle sau cipuri sau captate de un
anticorp imobilizat sau separata prin electroforeza capilara. Compusii legati pot fi
detectati, de obicei, utilizdnd puncte finale colorimetrice sau fluorescenta sau
rezonanta plasmonica de suprafata.

9. Utilizari terapeutice

in parte, prezenta dezvaluire se refera la compozitii pentru utilizarea in tratarea
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, hipertensiunea arteriala pulmonara) cuprinzand
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de
antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau mai multora dintre
activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4,
ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad). In unele cazuri, dezvaluirea are in
vedere compozitii pentru tratarea uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii
pulmonare (de exemplu, proliferarea muschilor netezi si/sau a celulelor endoteliale in
artera pulmonara, angiogeneza in artera pulmonara, dispneea, durerea toracica,
remodelarea vascularda pulmonara, hipertrofia ventriculard dreaptd si fibroza
pulmonara) cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP. in unele cazuri, dezvaluirea are in
vedere compozitii pentru utilizarea la prevenirea uneia sau mai multor complicatii ale
hipertensiunii pulmonare, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de
aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP. in unele cazuri,
dezvaluirea are in vedere compozitii pentru utilizarea la reducerea vitezei de
progresare a hipertensiunii pulmonare cuprinzand administrarea la un pacient care are
nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP. in unele cazuri,
dezvaluirea are in vedere compoziti pentru utilizarea la reducerea vitezei de
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progresare a uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare, cuprinzénd
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de
antagonist de GDF/BMP. in unele cazuri, dezvéluirea are in vedere compozitii pentru
utilizarea la reducerea severitatii hipertensiunii pulmonare cuprinzand administrarea la
un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente de antagonist de
GDF/BMP. in unele cazuri, dezvaluirea are in vedere compozitii pentru utilizarea la
reducerea severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare
cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitai
eficiente de antagonist de GDF/BMP. Optional, metodele dezvaluite aici pentru
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii
hipertensiunii pulmonare, in special tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau a severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii
pulmonare, pot cuprinde in plus administrarea la pacient a uneia sau mai multor terapii
de sustinere sau agenti activi suplimentari pentru tratarea hipertensiunii pulmonare.
De exemplu, pacientului i se poate administra, de asemenea, una sau mai multe terapii
de sustinere sau agenti activi selectati din grupul constand din: prostaciclina si derivati
ai acesteia (de exemplu, epoprostenol, treprostinil si iloprost); agonisti ai receptorilor
de prostaciclina (de exemplu, selexipag); antagonisti ai receptorilor de endotelina (de
exemplu, thelin, ambrisentan, macitentan si bosentan); blocante ale canalelor de calciu
(de exemplu, amlodipina, diltiazem si nifedipind; anticoagulante (de exemplu,
warfarind); diuretice; oxigenoterapie; septostomie atriala; tromboendarterectomie
pulmonara; inhibitori de tip fosfodiesteraza 5 (de exemplu, sildenafil si tadalafil);
activatori de guanilat ciclaza solubila (de exemplu, cinaciguat si riociguat); inhibitori de
ASK-1 (de exemplu, CIIA; SCH79797; GS-4997; MSC2032964A; 3H-nafto[1,2,3-
de]chinilin-2,7-diona, NQDI-1; 2-tioxo-tiazolidina, 5-bromo-3-(4-oxo-2-tioxo-tiazolidin-
5-iliden)-1,3-dihidro-indol-2-ona); antagonisti de NF-kB (de exemplu, dh404, CDDO-
epoxid; 2.2-difluoropropionamida; imidazol C28 (CDDO-Im); acid 2-ciano-3,12-
dioxoolean-1,9-dien-28-oic (CDDO); Acid 3-Acetiloleanolic; Acid 3-
Triflouroacetiloleanolic; 28-Metil-3-acetiloleanan; 28-Metil-3-trifluoroacetiloleanan;
Acid 28-Metiloxioleanolic; SZC014; SCZ015; SZC017; derivati PEGilati ai acidului
oleanolic; acid 3-O-(beta-D-glucopiranozil) oleanolic; acid 3-O-[beta-D-glucopiranozil-
(1—3)-beta-D-glucopiranozil] oleanolic; acid 3-O-[beta-D-glucopiranozil-(1-->2)-beta-
D-glucopiranozil] oleanolic; ester 28-O-beta-D-glucopiranozilic al acidului 3-O-[beta-D-
glucopiranozil-(1-->3)-beta-D-glucopiranozil] oleanolic; ester 28-0-beta-D-
glucopiranozilic al acidului 3-O-[beta-D-glucopiranozil-(1-->2)-beta-D-glucopiranozil]
oleanolic; acid 3-O-[a-L-ramnopiranozil-(1-->3)-beta-D-glucuronopiranozil] oleanolic;
ester 28-O-beta-D-glucopiranozilic al acidului 3-O-[alfa-L-ramnopiranozil-(1-->3)-beta-
D-glucuronopiranozil] oleanolic; acid 28-O-(3-D-glucopiranozil-oleanolic; acid 3-O-3-
D-glucopiranozil (1—3)-B-D-glucopiranosiduronic (CS1); acid oleanolic acid 3-O-B-D-
glucopiranozil (1—3)-B-D-glucopiranoziduronic (CS2); 3,11-dioxoolean-12-en-28-olat
de metil (DIOXOL); ZCVIs-2; Benzil 3-dehidr-oxi-1,2,5-oxadiazolo[3',4":2,3]oleanolat)
transplant pulmonar si/sau cardiac. in unele cazuri, pacientului i se poate administra,
de asemenea, o polipeptidd BMP9. In unele cazuri, polipeptida BMP9 este o
polipeptida BMP9 matura. Tn unele cazuri, polipeptida BMP9 cuprinde o polipeptida
prodomain BMP9. in unele cazuri, polipeptida BMP9 este administratd intr-un preparat
farmaceutic, care optional poate cuprinde o polipeptida prodomain BMP9. in astfel de
preparate farmaceutice BMP9 care cuprind o polipeptida prodomain BMP9, polipeptida
BMP9 poate fi asociatd necovalent cu polipeptida prodomain BMP9. Tn unele cazuri,
preparatele farmaceutice BMP9 sunt substantial libere sau nu contin, din polipeptida
prodomain BMP9. Polipeptidele BMP9 (mature si pro-polipeptide), polipeptidele
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prodomain BMP9, compozitile farmaceutice care le contin precum si metoda de
generare a acestor polipeptide si compozitii farmaceutice sunt descrise in, de exemplu,
WO 2013/152213. Asa cum se utilizeaza aici, un tratament terapeutic care "previne" o
tulburare sau afectiune se refera la un compus care, intr-un esantion statistic, reduce
aparitia tulburarii sau afectiunii in esantionul tratat fatd de un esantion martor netratat,
sau intarzie debutul sau reduce severitatea unuia sau mai multor simptome ale
tulburarii sau starii in raport cu proba martor netratata.

In unele cazuri, prezenta dezvaluire se refers la compozitii pentru utilizarea in
tratarea unei boli pulmonare interstitiale (de exemplu, fibroza pulmonara idiopatica)
care cuprinde administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati
eficiente de oricare dintre antagonistii de GDF/BMP dezvaluiti aici (de exemplu un
antagonist al uneia sau mai multor activine, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15,
BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALKS, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad). in
unele cazuri, boala pulmonara interstitiald este fibroza pulmonara. in unele cazuri,
boala pulmonara interstitiala este cauzata de oricare dintre urmatoarele: silicoza,
azbestoza, berilioza, pneumonita de hipersensibilitate, consum de medicamente (de
exemplu, antibiotice, medicamente chimioterapeutice, agenti antiaritmici, statine),
scleroza sistemica, polimiozita, dermatomiozita, lupus sistemic eritematos, artrita
reumatoida, o infectie (de exemplu, pneumonie atipica, pneumonie pneumochistica,
tuberculoza, chlamydia trachomatis si/sau virus sincitial respirator), carcinomatoza
limfangitica, fumatul de tigarii sau tulburari de dezvoltare. in unele cazuri, boala
pulmonara interstitiala este idiopatica (de exemplu, sarcoidoza, fibroza pulmonara
idiopatica, sindrom Hamman-Rich si/sau sindrom antisintetazic). In cazuri particulare,
boala pulmonara interstitiala este fibroza pulmonara idiopatica. In unele cazuri,
tratamentul pentru fibroza idiopatica pulmonara este administrat in combinatie cu un
agent terapeutic suplimentar. In unele cazuri, agentul terapeutic suplimentar este
selectat din grupul format din: pirfenidona, N-acetilcisteina, prednison, azatioprina,
nintedanib, derivati ai acestora si combinatii ale acestora.

Termenul "tratare" asa cum se utilizeaza aici include ameliorarea sau eliminarea
afectiunii odata ce a fost stabilitd. in ambele cazuri, prevenirea sau tratamentul pot fi
discernute in diagnosticul furnizat de un medic sau de un alt furnizor de asistenta
medicala si rezultatul intentionat al administrarii agentului terapeutic.

in general, tratamentul sau prevenirea unei boli sau afectiuni, asa cum este
descris in prezenta dezvaluire, se realizeaza prin administrarea unui antagonist de
GDF/BMP intr-o cantitate eficienta. O cantitate eficienta de agent se refera la o
cantitate eficienta, la doze si pentru perioade de timp necesare, pentru a se obtine
rezultatul terapeutic sau profilactic dorit. O cantitate eficienta terapeutic dintr-un agent
conform prezentei dezvaluiri poate varia in functie de factori precum stadiul bolii,
vérsta, genul si greutatea individului si capacitatea agentului de a obtine un raspuns
dorit la individ. O cantitate eficienta din punct de vedere profilactic se refera la o
cantitate eficientd, la dozaje si pentru perioadele de timp necesare, pentru a se obtine
rezultatul profilactic dorit.

Termenii "subiect", "individ" sau "pacient" sunt interschimbabili in intreaga
descriere si se refera in general la mamifere. Mamiferele includ, dar nu se limiteaza la
acestea, animale domestice (de exemplu, vaci, oi, pisici, caini si cai), primate (de
exemplu, oameni si primate neumane, cum ar fi maimutele), iepuri si rozatoare (de
exemplu, soareci si sobolani).

Hipertensiunea pulmonara (PH) a fost clasificata anterior ca primara (idiopatica)
sau secundara. Recent, Organizatia Mondiala a Sanatati (OMS) a clasificat
hipertensiunea pulmonara in cinci grupe: Grupa 1: hipertensiune arteriala pulmonara
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(PAH); Grupa 2: hipertensiune pulmonara cu boala cardiaca stanga; Grupa 3:
hipertensiune pulmonara cu boli pulmonare si/sau hipoxemie; Grupa 4: hipertensiune
pulmonara datoratd bolii cronice trombotice si/sau embolice; si Grupa 5: afectiuni
diverse (de exemplu, sarcoidoza, histiocitoza X, limfangiomatoza si comprimarea
vaselor pulmonare). Vezi, de exemplu, Rubin (2004) Chest 126: 7-10.

In anumite cazuri, dezvéluirea se refera la compozitii pentru utilizarea in
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiune
pulmonare) cuprinzadnd administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al uneia sau
mai multora dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALK5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad). In unele cazuri,
metoda se refera la pacientii cu hipertensiune pulmonara care au hipertensiune
arteriald pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la pacientii cu hipertensiune
pulmonara care au hipertensiune pulmonara cu boalé cardiaca stanga. in unele cazuri,
metoda se refera la pacientii cu hipertensiune pulmonara care au boli pulmonare si/sau
hipoxemie. In unele cazuri, metoda se refera la pacientii cu hipertensiune pulmonara
care au boli cronice trombotice si/sau embolice. In unele cazuri, metoda se refera la
pacientii cu hipertensiune pulmonara care au sarcoidoza, histiocitoza X sau
limfangiomatoza si compresie a vaselor pulmonare.

Hiperpresiunea arteriala pulmonara este o boala grava, progresiva a
vasculaturii pulmonare si care pune viata in pericol, caracterizata prin vasoconstrictie
profunda si o proliferare anormala a celulelor musculare netede in peretii arterelor
pulmonare. Constrictia severa a vaselor de sange din plamani duce la presiuni arteriale
pulmonare foarte mari. Aceste presiuni ridicate fac ca pomparea sangelui prin plamani
pentru oxigenarea lor, sa fie dificila pentru inima. Pacientii cu PAH sufera de dificultati
de respiratie extreme, pe masura ce inima se straduieste sa pompeze impotriva
acestor presiuni ridicate. Pacientii cu PAH dezvolta de obicei cresteri semnificative ale
rezistentei vasculare pulmonare (PVR) si cresteri sustinute ale presiunii arteriale
pulmonare (PAP), care duc in cele din urma la insuficienta ventriculara dreapta si la
deces. Pacientii diagnosticati cu PAH au un prognostic slab si o calitate a vietii la fel
de compromisa, cu o speranta medie de viata de 2 pana la 5 ani de la momentul
diagnosticului, daca nu sunt tratati.

O varietate de factori contribuie la patogeneza hipertensiunii pulmonare,
incluzanz proliferarea celulelor pulmonare, care pot contribui la remodelarea vasculara
(adica, hiperplazia). De exemplu, remodelarea vasculara pulmonara are loc in primul
rand prin proliferarea celulelor endoteliale arteriale si a celulelor musculare netede ale
pacientilor cu hipertensiune pulmonara. Se considera ca supraexprimarea diferitelor
citokine promoveaza hipertensiunea pulmonara. Mai mult, s-a constatat ca
hipertensiunea pulmonara poate creste prin hiperproliferarea celulelor netede arteriale
pulmonare si a celulelor endoteliale pulmonare. Mai mult, PAH-ul avansat poate fi
caracterizat prin muscularizarea arteriolelor pulmonare distale, ingrosarea concentrica
intima si obstructia lumenului vascular prin proliferarea celulelor endoteliale. Pietra si
colab., J. Am. Coll. Cardiol., 43:255-325 (2004).

In anumite cazuri, dezvaluirea se refera la compozitii pentru utilizarea in
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare sSi/sau a severitatii
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau a severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii
pulmonare) cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
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cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau
mai multora dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad), in care pacientul
are presiune arteriala pulmonara in repaus (PAP) cel putin de 25 mm Hg (de exemplu,
25, 30, 35, 40, 45 sau 50 mm Hg). in unele cazuri, metoda se refera la pacientii cu un
PAP in repaus cel putin de 25 mm Hg. in unele cazuri, metoda se refera la pacientii cu
un PAP in repaus cel putin de 30 mm Hg. in unele cazuri, metoda se referé la pacientii
cu un PAP in repaus cel putin de 35 mm Hg. In unele cazuri, metoda se refera la
pacientii cu un PAP in repaus cel putin de 40 mm Hg. in unele cazuri, metoda se refera
la pacientii cu un PAP in repaus cel putin de 45 mm Hg. in unele cazuri, metoda se
refera la pacientii cu un PAP in repaus cel putin de 50 mm Hg.

In unele cazuri, dezvéaluirea se refera la compozitii pentru utilizarea la ajustarea
unuia sau mai multor parametri hemodinamici ai unui pacient cu PH la un nivel mai
normal (de exemplu, normal in comparatie cu persoanele sanatoase de varsta si gen
similar), cuprinzadnd administrarea unui pacient care are necesita aceasta a unei
cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau
mai multora dintre activine, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad). In unele cazuri,
metoda se referd la reducerea PAP. in unele cazuri, metoda se referd la reducerea
PAP unui pacient cu cel putin 3 mmHg. in anumite cazuri, metoda se refera la
reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 5 mmHg. In anumite cazuri, metoda se
refera la reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 7 mmHg. In anumite cazuri, metoda
se refera la reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 10 mmHg. in anumite cazuri,
metoda se refera la reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 12 mmHg. In anumite
cazuri, metoda se referd la reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 15 mmHg. in
anumite cazuri, metoda se refera la reducerea PAP a unui pacient cu cel putin 20
mmHg. In anumite cazuri, metoda se refera la reducerea PAP a unui pacient cu cel
putin 25 mmHg. Tn unele cazuri, metoda se referd la reducerea rezistentei vasculare
pulmonare (PVR). in unele cazuri, metoda se refera la cresterea presiunii capilare
pulmonare (PCWP). in unele cazuri, metoda se refera la cresterea presiunii finale-
diastolice a ventriculului stang (LVEDP).

In anumite cazuri, dezvaluirea se referd la compozitii pentru utilizarea in
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii uneia sau
mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare, care consta in administrarea la un
pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitdti eficiente de antagonist de
GDF/BMP. (de exemplu, un antagonist al uneia sau mai multora dintre activina, GDF8,
GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA, ActRIIB, ALK4, ALK5, ALK7 si una
sau mai multe proteine Smad). in unele cazuri, metoda se referé la tratarea, prevenirea
sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii proliferarii celulare in artera
pulmonara a unui pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se
refera la tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii
proliferarii muschiului neted si/sau a celulelor endoteliale in artera pulmonara a unui
pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se referd la tratarea,
prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii angiogenezei in
artera pulmonara a unui pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda
se refera la cresterea activittii fizice a unui pacient cu hipertensiune pulmonara. in
unele cazuri, metoda se refera la tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau a severitatii dispneei la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In
unele cazuri, metoda se refera la tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau a severitatii durerii toracice la un pacient cu hipertensiune
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pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la tratarea, prevenirea sau reducerea
vitezei de progresare si/sau a severitatii oboselii la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. Tn unele cazuri, metoda se referd la tratarea, prevenirea sau reducerea
vitezei de progresare si/sau a severitatii fibrozei pulmonare la un pacient cu
hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se referé la tratarea, prevenirea sau
reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii fibrozei la un pacient cu
hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la tratarea, prevenirea sau
reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii remodelarii vasculare pulmonare la
un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la tratarea,
prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii hipertrofiei
ventriculare drepte la un pacient cu hipertensiune pulmonara.

In anumite cazuri, dezvéluirea se refera la compozitii pentru utilizarea in
cresterea capacitatii de exercitiu la un pacient cu hipertensiune pulmonara care
cuprinde administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitati
eficiente de antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau mai
multora dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad). Poate fi utilizata
orice masura adecvata a capacitatii de exercitiu. De exemplu, capacitatea de exercitiu
intr-un test de mers timp de 6 minute (6MWT), care masoara cat de mult poate merge
subiectul in 6 minute, adica distanta de mers timp de 6 minute (6MWD), este frecvent
utilizata pentru a se evalua severitatea hipertensiunii pulmonare si progresarea bolii.
Indicele de dispnee Borg (BDI) este o scara numerica pentru evaluarea dispneei
percepute (disconfort respirator). Masoara gradul de respiratie, de exemplu, dupa
finalizarea 6MWT, unde un BDI de 0 indica lipsa de respiratie si 10 indica respiratia
maxima. In unele cazuri, metoda se refera la cresterea 6MWD cu cel putin 10 metri la
un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la cresterea
6MWD cu cel putin 20 de metri la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele
cazuri, metoda se refera la cresterea 6MWD cu cel putin 30 de metri la un pacient cu
hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la cresterea 6MWD cu cel
putin 40 de metri la un pacient cu hlpertenS|une pulmonara. in unele cazuri, metoda se
refera la cresterea 6MWD cu cel putin 50 de metri la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la cresterea 6MWD cu cel putin 60 de
metri la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la
cresterea 6MWD cu cel putin 70 de metri la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in
unele cazuri, metoda se refera la cresterea 6GMWD cu cel putin 80 de metri la un pacient
cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la cresterea 6MWD cu
cel putin 90 de metri la un pacient cu hipertensiune pulmonara. Tn unele cazuri, metoda
se refera la cresterea 6MWD cu cel putin 100 de metri la un pacient cu hlpertenS|une
pulmonara. Tn unele cazuri, metoda se refera la scaderea BDI cu cel putin 0,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 1 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la scaderea BDI cu cel putin 1,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 2 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la scaderea BDI cu cel putin 2,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 3 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se refer& la scaderea BDI cu cel putin 3,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 4 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
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pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera la scaderea BDI cu cel putin 4,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 5 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se referé la scaderea BDI cu cel putin 5,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 6 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la scdderea BDI cu cel putin 6,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 7 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se referé la scaderea BDI cu cel putin 7,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 8 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera la scdderea BDI cu cel putin 8,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. In unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 9 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se referé la scaderea BDI cu cel putin 9,5 puncte
de indice la un pacient cu hipertensiune pulmonara. in unele cazuri, metoda se refera
la scaderea BDI cu cel putin 3 puncte de indice la un pacient cu hipertensiune
pulmonara. In unele cazuri, metoda se refer& la scaderea BDI cu 10 puncte de indice
la un pacient cu hipertensiune pulmonara.

Hipertensiunea pulmonara la momentul initial poate fi usoara, moderata sau
severa, masurata de exemplu prin clasa functionala conform Organizatiei Mondiale a
Sanatatii (OMS), care este o masura a severitatii bolii la pacientii cu hipertensiune
pulmonara. Clasificarea functionala a OMS este o adaptare a sistemului New York
Heart Association (NYHA) si este utilizatd in mod obisnuit pentru a se evalua calitativ
toleranta la activitate, de exemplu in monitorizarea progresarii bolii si a raspunsului la
tratament (Rubin (2004) Chest 126: 7-10). In sistemul OMS sunt recunoscute patru
clase functionale: Clasa I: hipertensiune pulmonara fara a rezulta limitarea activitatii
fizice; activitatea fizica obisnuitd nu provoaca dispnee sau oboseala nejustificate,
dureri toracice sau aproape sincopa; Clasa Il: hipertensiune pulmonara care are ca
rezultat o usoara limitare a activitatii fizice; pacientul se simte confortabil in repaus;
activitatea fizica obisnuita provoaca dispnee sau oboseala nejustificate, dureri toracice
sau aproape sincopa; Clasa lll: hipertensiune pulmonara care are ca rezultat o limitare
marcata a activitatii fizice; pacientul se simte confortabil in repaus; mai putin decéat
activitatea obisnuitd provoaca dispnee sau oboseala nejustificate, dureri toracice sau
aproape sincopa; Clasa IV: hipertensiune pulmonara care duce la incapacitatea de a
desfasura orice activitate fizica fara simptome; pacientul manifestd semne de
insuficienta cardiaca dreapta; dispneea si/sau oboseala pot fi prezente chiar si in
repaus; disconfortul este crescut de orice activitate fizica.

in anumite cazuri, dezvaluirea se referad la compozitii pentru utilizarea n
tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare si/sau a severitatii
hipertensiunii pulmonare (de exemplu, tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de
progresare si/sau severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiune
pulmonara) cuprinzdnd administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
cantitati eficiente de antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau
mai multora dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7 si una sau mai multe proteine Smad), in care pacientul
are hipertensiune pulmonara din clasa |, clasa Il, clasa Ill sau clasa IV, asa cum este
recunoscutd de OMS. in unele cazuri, metoda se referd la un pacient care are
hipertensiune pulmonara de clasa |, asa cum este recunoscutd de OMS. in unele
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cazuri, metoda se refera la un pacient care are hipertensiune pulmonara de clasa Il,
asa cum este recunoscutd de OMS. in unele cazuri, metoda se referd la prevenirea
sau intarzierea progresarii la un pacient de la hipertensiunea pulmonara de clasa | la
hipertensiunea pulmonara de clasa Il, asa cum este recunoscutad de OMS. in unele
cazuri, metoda se refera la promovarea sau cresterea regresiei la un pacient de la
hipertensiunea pulmonara de clasa Il la hipertensiunea pulmonara de clasa |, asa cum
este recunoscutd de OMS. in unele cazuri, metoda se refera la un pacient care are
hipertensiune pulmonard de clasa a lll-a, recunoscutd de OMS. In unele cazuri,
metoda se refera la prevenirea sau intarzierea progresarii la un pacient de la
hipertensiunea pulmonara de clasa Il la hipertensiunea pulmonara de clasa a lll-a, asa
cum este recunoscutd de OMS. In unele cazuri, metoda se refera la promovarea sau
cresterea regresiei la un pacient de la hipertensiunea pulmonara de clasa Il la
hipertensiunea pulmonara de clasa a ll-a, asa cum este recunoscuta de OMS. in unele
cazuri, metoda se refera la promovarea sau cresterea regresiei la pacienti de la
hipertensiunea pulmonara de clasa lll la hipertensiunea pulmonara de clasa |, asa cum
este recunoscutd de OMS. in unele cazuri, metoda se referd la un pacient care are
hipertensiune pulmonara de clasa |V, asa cum este recunoscutd de OMS. in unele
cazuri, metoda se refera la prevenirea sau intarzierea progresarii la un pacient de la
hipertensiunea pulmonara de clasa lll la hipertensiunea pulmonara de clasa a IV-a,
asa cum este recunoscuta de OMS. In unele cazuri, metoda se refera la promovarea
sau cresterea regresiei la un pacient de la hipertensiunea pulmonara de clasa IV la
hipertensiunea pulmonaré de clasa a lll-a, asa cum este recunoscuta de OMS. Tn unele
cazuri, metoda se refera la promovarea sau cresterea regresiei la un pacient de la
hipertensiunea pulmonara de clasa IV la hipertensiunea pulmonara de clasa Il, asa
cum este recunoscutd de OMS. In unele cazuri, metoda se refera la promovarea sau
cresterea regresiei la un pacient de la hipertensiunea pulmonara de clasa IV la
hipertensiunea pulmonara de clasa |, asa cum este recunoscuta de OMS.

Nu exista un tratament cunoscut pentru hipertensiunea pulmonara; metodele
actuale de tratament se concentreaza pe prelungirea duratei de viata a unui pacient si
imbunatatirea calitatii vietii pacientului. Metodele actuale de tratament ale
hipertensiunii pulmonare includ administrarea de: vasodilatatoare, cum ar fi
prostaciclina, epoprostenol si sildenafil; antagonisti ai receptorilor de endotelina, cum
ar fi bosentan; blocante ale canalelor de calciu cum ar fi amlodiping, diltiazem si
nifedipina; anticoagulante cum ar fi warfarina; si diuretice. Tratamentul hipertensiunii
pulmonare a fost, de asemenea, efectuat utilizdnd oxigenoterapie, septostomie atriala,
tromboendarterectomie pulmonara si transplant pulmonar si/sau cardiac. Fiecare
dintre aceste metode, cu toate acestea, sufera de unul sau mai multe dezavantaje,
care pot include lipsa de eficacitate, efecte secundare grave, acceptarea scazuta de
catre pacient si costuri ridicate. In anumite cazuri, metoda se referad la tratarea,
prevenirea sau reducerea vitezei de progresare Si/sau a severitatii hipertensiunii
pulmonare (de exemplu, tratarea, prevenirea sau reducerea vitezei de progresare
si/sau a severitatii uneia sau mai multor complicatii ale hipertensiunii pulmonare)
cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de acesta a unei cantitati
eficiente dintr-un antagonist de GDF/BMP (de exemplu, un antagonist al unuia sau mai
multora dintre activina, GDF8, GDF11, GDF3, BMP6, BMP15, BMP10, ActRIIA,
ActRIIB, ALK4, ALKS5, ALK7, si una sau mai multe proteine Smad) in combinatie (de
exemplu, administrate in acelasi timp sau in momente diferite, dar, in general, in asa
fel incat sa se obtina efecte farmacologice/fiziologice suprapuse) cu unul sau mai multi
agenti activi suplimentari si/sau terapii de sustinere pentru tratarea hipertensiunii
pulmonare (de exemplu, vasodilatatoare cum ar fi prostaciclind, epoprostenol si
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sildenafil; antagonisti ai receptorilor endotelinei cum ar fi bosentan; blocanti ai
canalelor de calciu cum ar fi amlodipina, diltiazem si nifedipina; anticoagulanti cum ar
fi warfarina; diuretice; oxigenoterapie; septostomie atriala; tromboendarterectomie
pulmonara: si transplant pulmonar si/sau cardiac); polipeptide BMP9; polipeptide BMP
10; bardoxolon metil sau un derivat al acestuia; acid oleanolic sau un derivat al
acestuia.

In anumite cazuri, prezenta dezviluire redd metode de gestionare a unui
pacient care a fost tratat cu sau este un candidat sa fie tratat cu unul sau mai multi
unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP conform dezvaluirii (de exemplu, capcane
pentru liganzi cum ar fi polipeptide ActRIIA, polipeptide ActRIIB si polipeptide GDF
Trap) prin masurarea unuia sau mai multor parametri hematologici ai pacientului.
Parametrii hematologici pot fi utilizati pentru a se evalua dozarea adecvata pentru un
pacient care este candidat sa fie tratat cu antagonistul conform prezentei dezvaluiri,
pentru a se monitoriza parametrii hematologici in timpul tratamentului, pentru a se
evalua daca se ajusteaza doza in timpul tratamentului cu unul sau mai multi antagonisti
conform dezvaluirii si/sau pentru a se evalua o doza adecvata de intretinere a unuia
sau mai multor antagonisti conform dezvaluirii. Daca unul sau mai multi parametri
hematologici sunt in afara nivelului normal, dozarea cu unul sau mai multi antagonisti
de GDF/BMP poate fi redusa, intarziata sau terminata.

Parametrii hematologici care pot fi masurati in conformitate cu metodele redate
aici includ, de exemplu, nivelurile de celule rosii din sdnge, presiunea sanguina,
depozitele de fier si alti agenti gasiti in fluidele corporale care se coreleaza cu niveluri
crescute de celule rosii din sdnge, utilizand metode recunoscute in domeniu. Astfel de
parametri pot fi determinati folosind o proba de sénge de la un pacient. Cresterile
nivelurilor de globule rosii, nivelurilor de hemoglobina si/sau nivelurilor de hematocrit
pot determina cresterea presiunii sanguine.

Intr-un caz, dacad unul sau mai multi parametri hematologici sunt in afara
intervalului normal sau in partea superioara a normalului la un pacient care este
candidat la tratamentul cu unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP, atunci debutul
administrarii unuia sau mai multor antagonisti conform dezvaluirii poate fi intarziat pana
cand parametrii hematologici au revenit la un nivel normal sau acceptabil fie natural,
fie prin interventie terapeutica. De exemplu, daca un pacient candidat este hipertensiv
sau pre-hipertensiv, atunci pacientul poate fi tratat cu un agent de scadere a presiunii
sanguine pentru a reduce presiunea sanguina a pacientului. Poate fi utilizat orice agent
de scadere a presiunii sanguine adecvat pentru starea pacientului, inclusiv, de
exemplu, diuretice, inhibitori adrenergici (inclusiv alfa-blocanti si beta-blocanti),
vasodilatatori, blocanti ai canalelor de calciu, inhibitori ai enzimei de conversie a
angiotensinei (ACE) sau blocante ale receptorilor de angiotensina Il. Presiunea
sanguina poate fi tratata alternativ folosind o dieta si un regim de exercitii fizice. Similar,
daca un pacient candidat are depozite de fier mai mici decat in mod normal sau in
partea inferioara a normalului, atunci pacientul poate fi tratat cu un regim adecvat de
dieta si/sau suplimente de fier pana cand depozitele de fier ale pacientului au revenit
la un nivel normal sau un nivel acceptabil. Pentru pacientii cu niveluri mai ridicate decéat
celulele rosii din sange si/sau niveluri de hemoglobina, atunci administrarea unuia sau
mai multor antagonisti conform dezvaluirii poate fi intarziatd pana cand nivelurile au
revenit la un nivel normal sau acceptabil.

In anumite cazuri, daca unul sau mai multi parametri hematologici sunt in afara
intervalului normal sau in partea superioara a normalului la un pacient care este
candidat la tratament cu unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP, atunci debutul
administrarii nu poate fi intarziat. Cu toate acestea, cantitatea de dozare sau frecventa
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de dozare a unuia sau mai multor antagonisti conform dezvaluirii pot fi stabilite la o
cantitate care ar reduce riscul unei cresteri inacceptabile a parametrilor hematologici
care apar la administrarea unuia sau mai multor antagonisti conform dezvaluirii.
Alternativ, pentru pacient poate fi dezvoltat un regim terapeutic care combina unul sau
mai multi antagonisti de GDF/BMP cu un agent terapeutic care abordeaza nivelul
nedorit al parametrului hematologic. De exemplu, daca pacientul are presiunea
sanguina crescuta, atunci poate fi conceput un regim terapeutic care implica
administrarea unuia sau mai multor agenti antagonisti de GDF/BMP si a unui agent de
scadere a presiunii sanguine. Pentru un pacient care are depozite de fier mai mici
decét cele dorite, poate fi dezvoltat un regim terapeutic care implica unul sau mai multi
antagonisti de GDF/BMP conform dezvaluirii si suplimentarea cu fier.

Intr-un caz, parametrul(ii) initiali pentru unul sau mai multi parametri
hematologici pot fi stabiliti pentru un pacient care este candidat la tratament cu unul
sau mai multi antagonisti de GDF/BMP ai dezvaluirii si un regim de dozare adecvat
stabilit pentru acel pacient pe baza valorii(lor) initiale. Alternativ, parametrii initiali
stabiliti pe baza istoricului medical al unui pacient ar putea fi utilizati ca informare pentru
un regim de dozare adecvat cu antagonist la un pacient. De exemplu, daca un pacient
sanatos are stabilitd o presiune sanguina initiala stabilitd care depaseste intervalul
normal definit, este posibil sa nu fie necesar sa se aduca presiunea sanguina a unui
pacient in intervalul considerat normal pentru populatia generala inainte de tratamentul
cu mai antagonist conform dezvaluirii. Valorile initiale ale unui pacient pentru unul sau
mai multi parametri hematologici inainte de tratamentul cu unul sau mai mulli
antagonisti de GDF/BMP conform dezvaluirii pot fi, de asemenea, folosite ca valori
comparative relevante pentru monitorizarea oricaror modificari ale parametrilor
hematologici in timpul tratamentului cu unul sau mai multi antagonisti conform
dezvaluirii.

in anumite cazuri, unul sau mai multi parametri hematologici sunt masurati la
pacientii care sunt tratati cu unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP. Parametrii
hematologici pot fi utilizati pentru a se monitoriza pacientul in timpul tratamentului si a
permite ajustarea sau incetarea dozarii cu unul sau mai multi antagonisti conform
dezvaluirii sau dozarea suplimentara cu un alt agent terapeutic. De exemplu, daca
administrarea unuia sau mai multor antagonisti de GDF/BMP are ca rezultat o crestere
a presiunii sanguine, a nivelului de celule rosii din sédnge sau a nivelului de
hemoglobina sau o reducere a depozitelor de fier, atunci doza unuia sau mai multor
antagonisti conform dezvaluirii pot sa fie reduse in cantitate sau ca frecventa pentru a
reduce efectele unuia sau mai multor antagonisti conform dezvaluirii asupra unuia sau
mai multor parametri hematologici. Daca administrarea unuia sau mai multor
antagonisti de GDF/BMP are ca rezultat o modificare a unuia sau mai multor parametri
hematologici care este adversa pentru pacient, atunci dozarea unuia sau mai multor
antagonisti conform dezvaluirii poate fi terminata fie temporar, pana cand parametrul(ii)
hematologic(i) revine la un nivel acceptabil sau permanent. Similar, daca unul sau mai
multi parametri hematologici nu sunt adusi intr-un interval acceptabil dupa reducerea
dozei sau a frecventei de administrare a unuia sau mai multor antagonisti conform
dezvaluirii, atunci dozarea poate fi terminatd. Ca alternativa sau, in plus fatd de
reducerea sau terminarea dozarii cu unul sau mai multi antagonisti conform dezvaluirii,
pacientul poate fi dozat cu un agent terapeutic suplimentar care se adreseaza nivelului
nedorit al parametrilor hematologici, cum ar fi, de exemplu, un agent de scadere a
presiunii sanguine sau un supliment de fier. De exemplu, daca un pacient care este
tratat cu unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP are presiunea sanguina, atunci
dozarea cu unul sau mai multi antagonisti conform dezvaluirii poate continua la acelasi
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nivel si la regimul de tratament este adaugat un agent de scadere a presiunii sanguine,
dozarea cu unul sau mai multi antagonisti conform dezvaluirii poate fi redusa (de
exemplu, in cantitate si/sau ca frecventa) si un agent de scadere a presiunii sanguine
este adaugat regimului de tratament, sau dozarea cu unul sau mai multi antagonisti ai
dezvaluirii poate fi intreruptad si pacientul poate fi tratat cu un agent de scadere a
presiunii sanguine.

10. Compozitii farmaceutice

Agentii terapeutici descrisi aici (de exemplu, antagonisti de GDF/BMP) pot fi
formulati in compozitii farmaceutice. Compozitiile farmaceutice pentru utilizarea in
conformitate cu prezenta descriere pot fi formulate conventional utilizand unul sau mai
multi purtatori sau excipienti acceptabili fiziologic. Astfel de formulari vor fi in general
substantial lipsite de pirogeni, in conformitate cu majoritatea cerintelor de
reglementare.

In anumite cazuri, metodele terapeutice ale dezvaluirii includ administrarea
sistemica sau locala ca implant sau dispozitiv a compozitiei. Cand este administrata,
compozitia terapeutica pentru utilizarea in aceasta dezvaluire este intr-o forma
acceptabila fiziologic, substantial libera de pirogen sau libera de pirogen. Agentii utili
terapeutic, altii decat antagonistii de GDF/BMP, care pot fi, de asemenea, inclusi
optional in compozitia descrisa mai sus, pot fi administrati simultan sau secvential cu
compusii in cauza in metodele dezvaluite aici.

Tipic, agentii terapeutici proteici dezvaluiti aici vor fi administrati parental, in
special intravenos sau subcutanat. Compozitile farmaceutice adecvate pentru
administrare parenterald pot cuprinde unul sau mai multi antagonisti de GDF/BMP in
combinatie cu una sau mai multe solutii apoase sau neapoase izotonice sterile
acceptabile farmaceutic, dispersii, suspensii sau emulsii, sau pulberi sterile care pot fi
reconstituite Tn solutii sterile injectabile sau dispersii exact inainte de utilizare, care
poate contine antioxidanti, tampoane, bacteriostatice, substante dizolvate care fac
formularea izotonica cu sangele destinatarului intentionat sau agenti de suspendare
sau ingrosare. Exemple de purtatori aposi si neaposi care pot fi utilizati in compozitiile
farmaceutice din dezvaluire includ apa, etanol, polioli (cum ar fi glicerol, propilen glicol,
polietilen glicol si altele asemenea) si amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri
vegetale, cum ar fi ulei de masline si esteri organici injectabili, cum ar fi oleat de etil.
Fluiditatea adecvata poate fi mentinuta, de exemplu, prin utilizarea de materiale de
acoperire, cum ar fi lecitina, prin mentinerea dimensiunii necesare a particulelor in
cazul dispersiilor si prin utilizarea agentilor tensioactivi.

Compozitiile si formularile pot fi, daca se doreste, prezentate intr-un ambalaj
sau dispozitiv de dozare care poate contine una sau mai multe forme de dozare unitare
care contin ingredientul activ. Ambalajul poate cuprinde, de exemplu, folie de metal
sau plastic, cum ar fi un blister. Pachetul sau dispozitivul dozator pot fi insotite de
instructiuni de administrare.

Mai mult, compozitia poate fi incapsulatéd sau injectatd intr-o forma pentru
livrarea catre un situs al unui tesut tintd. In anumite cazuri, compozitile conform
prezentei dezvaluiri pot include o matrice capabila sa livreze unul sau mai multi
compusi terapeutici (de exemplu, antagonisti de GDF/BMP) catre un situs al unui tesut
tinta, oferind o structura pentru tesutul in curs de dezvoltare si capabil sa fie resorbit
optim in corp. De exemplu, matricea poate asigura eliberarea lenta a antagonistului de
GDF/BMP. Astfel de matrice pot fi formate din materiale utilizate in prezent pentru alte
aplicatii medicale implantate.

Alegerea materialului matricei se bazeaza pe biocompatibilitate,
biodegradabilitate, proprietati mecanice, aspect cosmetic si proprietati de interfata.
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Aplicarea particulara a compozitilor in cauza va defini formularea adecvata.
Potentialele matrice pentru compozitii pot fi biodegradabile si sulfat de calciu, fosfat
tricalcic, hidroxiapatit, acid polilactic si polianhidride definit chimic. Alte potentiale
materiale sunt biodegradabile si bine definite biologic, cum ar fi colagenul osos sau
dermic. Alte matrice cuprind proteine pure sau componente ale matricei extracelulare.
Alte potentiale matrice sunt non-biodegradabile si definite chimic, cum ar fi
hidroxiapatita sinterizata, biosticla, aluminati sau alte ceramice. Matricele pot fi
compuse din combinatii ale oricaruia dintre tipurile de materiale mentionate mai sus,
cum ar fi acidul polilactic si hidroxiapatita sau colagenul si fosfatul tricalcic.
Bioceramicele pot fi modificate in compozitie, cum ar fi in calciu-aluminat-fosfat si
prelucrate pentru a se modifica dimensiunea porilor, dimensiunea particulelor, forma
particulelor si biodegradabilitatea.

In anumite cazuri, compozitile pentru utilizarea conform dezvaluirii pot fi
administrate pe cale orala, de exemplu, sub forma de capsule, casete, pilule, tablete,
pastile (folosind o baza aromata, de obicei zaharoza si acacia sau tragacant), pulberi,
granule, sau ca o solutie sau o suspensie intr-un lichid apos sau neapos, sau ca 0
emulsie lichida ulei-in-apa sau apa-in-ulei, sau ca elixir sau sirop sau ca pastile
(folosind o baza inerta, cum ar fi ca gelatina si glicerina, sau zaharoza si acacia) si/sau
ca spalaturi de gura si altele asemenea, fiecare continand o cantitate predeterminata
de agent ca ingredient activ. Un agent poate fi administrat, de asemenea, sub forma
de bolus, electuar sau pasta.

In forme de dozare solide pentru administrare orala (capsule, tablete, pilule,
drajeuri, pulberi, granule si altele asemenea), unul sau mai multi compusi terapeutici
din prezenta descriere pot fi amestecati cu unul sau mai multi purtatori acceptabili
farmaceutic, cum ar fi citratul de sodiu sau fosfatul dicalcic si/sau oricare dintre
urmatoarele: (1) materiale de umplutura sau diluanti, cum ar fi amidonuri, lactoza,
zaharoza, glucoza, manitol si/sau acid silicic; (2) lianti, cum ar fi, de exemplu,
carboximetilceluloza, alginati, gelatina, polivinil pirolidona, zaharoza si/sau acacia; (3)
umectanti, cum ar fi glicering; (4) agenti de dezintegrare, cum ar fi agar-agar, carbonat
de calciu, amidon din cartof sau tapioca, acid alginic, anumiti silicati si carbonat de
sodiu; (5) agenti de intarziere a solutiei, cum ar fi parafina; (6) acceleratori de absorbtie,
cum ar fi compusi de amoniu cuaternari; (7) agenti de umectare, cum ar fi, de exemplu,
alcool cetilic si monostearat de glicerol; (8) absorbanti, cum ar fi caolin si argila
bentonitica; (9) lubrifianti, cum ar fi talc, stearat de calciu, stearat de magneziu,
polietilen glicoli solizi, laurilsulfat de sodiu si amestecuri ale acestora; si (10) agenti de
colorare. In cazul capsulelor, tabletelor si pilulelor, compozitile farmaceutice pot
cuprinde, de asemenea, agenti de tamponare. Compozitii solide de un tip similar pot
fi, de asemenea, utilizate ca umpluturi in capsule gelatinoase moi si tari umplute,
utilizédnd excipienti cum ar fi lactoza sau zaharuri din lapte, precum si polietilen glicoli
cu greutate moleculara mare si altele asemenea.

Formele de dozare lichide pentru administrarea orala includ emulsii acceptabile
farmaceutic, microemulsii, solutii, suspensii, siropuri si elixiruri. In plus fatd de
ingredientul activ, formele de dozare lichide pot contine diluanti inerti utilizati de regula
in domeniu, cum ar fi apa sau alti solventi, agenti de solubilizare si emulgatori, cum ar
fi alcool etilic, alcool izopropilic, carbonat de etil, acetat de etil, alcool benzilic benzoat
de benzii, propilen glicol, 1,3-butilen glicol, uleiuri (in special uleiuri din seminte de
bumbac, arahide, porumb, germeni, masline, ricin si susan), glicerol, alcool
tetrahidrofurilic, polietilen glicoli si esteri ai acizilor grasi ai sorbitanului si amestecuri
ale acestora. in afara de diluanti inerti, compozitiile orale pot include, de asemenea,
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adjuvanti, cum ar fi agenti de umectare, agenti de emulsionare si suspendare,
indulcitori, aromatizanti, coloranti, parfumati si agenti de conservare.

Suspensiile, pe langa compusii activi, pot contine agenti de suspendare, cum ar
fi alcooli izostearilici etoxilati, polioxietilen sorbitol si esteri de sorbitan, celuloza
microcristalina, metahidroxid de aluminiu, bentonitd, agar-agar si tragacant si
amestecuri ale acestora.

Compozitiile conform dezvaluirii pot contine, de asemenea, adjuvanti, cum ar fi
conservanti, agenti de umectare, agenti de emulsionare si agenti de dispersare.
Prevenirea actiunii microorganismelor poate fi asigurata prin includerea a diferiti agenti
antibacterieni si antifungici, de exemplu, paraben, clorobutanol, acid fenol sorbic si
altele asemenea. De asemenea, poate fi de dorit s& se includa in compozitii agenti
izotonici, cum ar fi zaharurile, clorura de sodiu si altele asemenea. In plus, absorbtia
prelungita a formei farmaceutice injectabile poate fi realizata prin includerea agentilor
care intarzie absorbtia, cum ar fi monostearatul de aluminiu si gelatina.

Se intelege ca regimul de dozare va fi determinat de medicul curant luand in
considerare diferiti factori care modifica actiunea compusilor care fac obiectul
dezvaluirii (de exemplu, antagonisti de GDF/BMP). Diversii factori includ, dar nu sunt
limitati la, varsta, genul si dieta pacientului, severitatea bolii, timpul de administrare si
alti factori clinici. Optional, dozajul poate varia in functie de tipul de matrice utilizat in
reconstituire si de tipurile de compusi din compozitie. Adaugarea altor factori de
crestere cunoscuti la compozitia finala poate afecta, de asemenea, doza. Progresul
poate fi monitorizat prin evaluarea periodica a cresterii si/sau repararii osoase, de
exemplu, raze X (inclusiv DEXA), determinari histomorfometrice si etichetare cu
tetraciclina.

In anumite cazuri, prezenta dezvaluire reda, de asemenea, o terapie genetica
pentru productia in vivo de antagonisti de GDF/BMP. O astfel de terapie si-ar putea
atinge efectul terapeutic prin introducerea secventelor polinucleotidice antagoniste
GDF/BMP in celule sau tesuturi care prezinta tulburarile enumerate mai sus. Livrarea
de secvente de polinucleotide antagoniste de GDF/BMP poate fi realizata utilizand un
vector de exprimare recombinant, cum ar fi un virus himeric sau un sistem de dispersie
coloidala. Pentru livrarea terapeutica a secventelor de polinucleotide antagoniste de
GDF/BMP este preferata utilizarea lipozomilor tintiti.

Diversi vectori virali care pot fi utilizati pentru terapia genica asa cum este
invatatura de aici includ adenovirus, virusul herpes, vaccinia sau, de preferinta, un
virus ARN, cum ar fi un retrovirus. De preferinta, vectorul retroviral este un derivat al
unui retrovirus murin sau aviar. Exemple de vectori retrovirali in care se poate insera
0 singura gena straina includ, dar nu se limiteaza la: virusul leucemiei murine Moloney
(MoMuLV), virusul sarcomului murin Harvey (HaMuSV), virusul tumorii mamare murine
(MuMTYV) si virusul Sarcomului Rous (RSV). O serie de vectori retrovirali suplimentari
pot incorpora gene multiple. Toti acesti vectori pot transfera sau incorpora o gena
pentru un marker selectabil, astfel incat sa poata fi identificate si generate celulele
transduse. Vectorii retrovirali pot fi realizati specific tintei prin atasarea, de exemplu, a
unui zahar, a unei glicolipide sau a unei proteine. Tintirea preferata se realizeaza prin
utilizarea unui anticorp. Cei de specialitate in domeniu vor recunoaste ca secvente de
polinucleotide specifice pot fi inserate Tn genomul retroviral sau atasate la o anvelopa
virala pentru a permite livrarea specifica tintitd a vectorului retroviral care contine
antagonistul de GDF/BMP. Intr-un caz preferat, vectorul este directionat catre os sau
cartilaj.

Alternativ, celulele de cultura de tesut pot fi transfectate direct cu plasmide care
codificd gene structurale retrovirale gag, pol si env, prin transfectie conventionala de
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fosfat de calciu. Aceste celule sunt apoi transfectate cu vectorul plasmidic care contine
genele de interes. Celulele rezultate elibereaza vectorul retroviral in mediul de cultura.

Un alt sistem de livrare tintita pentru polinucleotide antagoniste de GDF/BMP
este un sistem de dispersie coloidala. Sistemele de dispersie coloidala includ
complecsi de macromolecule, nanocapsule, microsfere, perle si sisteme pe baza de
lipide, incluzand emulsii ulei-in-apa, micele, micele mixte si lipozomi. Sistemul coloidal
preferat conform acestei dezvaluiri este un lipozom. Lipozomii sunt vezicule cu
membrana artificiala care sunt utile ca vehicule de livrare in vitro si in vivo. ARN-ul,
ADN-ul si virionii intacti pot fi incapsulati in interiorul apos si pot fi eliberati celulelor
intr-o forma activa biologic (vezi de exemplu, Fraley, si colab., Trends Biochem. Sci.,
6:77, 1981). Metode pentru transferul eficient al genei folosind un vehicul lipozomic
sunt cunoscute in domeniu, vezi, de exemplu, Mannino, si colab., Biotechniques,
6:682, 1988. Compozitia lipozomului este de obicei o combinatie de fosfolipide, uzual
in combinatie cu steroizi, in special colesterol. Se pot utiliza si alte fosfolipide sau alte
lipide. Caracteristicile fizice ale lipozomilor depind de pH-ul, taria ionica si prezenta
cationilor divalenti.

Exemple de lipide utile Tn productia de lipozomi includ compusi fosfatidilici, cum
ar fi fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, sfingolipide,
cerebrozide si gangliozide. Fosfolipidele ilustrative includ fosfatidilcolina din ou,
dipalmitilfosfatidilcolina si distearoilfosfatidilcolind. Tintirea lipozomilor este, de
asemenea, posibila pe baza, de exemplu, a specificitatii pentru organe, a specificitatii
pentru celula si a specificitatii pentru organela si este cunoscuta in domeniu.

Dezvaluirea reda formulari care pot fi variate pentru a include acizi si baze
pentru ajustarea pH-ului; si agenti tampon pentru a mentine pH-ul intr-un interval
ingust.

EXEMPLIFICARE

Dezvaluirea fiind acum descrisa in general, va fi mai usor inteleasa cu referire
la urmatoarele exemple, care sunt incluse numai in scop de ilustrare a anumitor cazuri
ale prezentei dezvaluiri si nu sunt destinate sa limiteze dezvaluirea. Exemplele 4-12
nu fac parte din prezenta inventie.

Exemplul 1: Proteine de fuziune ActRlla-Fc

A fost construita o proteina de fuziune ActRIIA solubila care are domeniul
extracelular al ActRlla uman fuzionat la un domeniu Fc uman sau de soarece cu un
linker minim intre ele. Constructii sunt denumiti ActRIIA-hFc si, respectiv, ActRIIA-mFc.

ActRIIA-hFc este prezentat mai jos asa cum este purificat din linii de celule CHO
(SEQ ID NO: 32):

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIET
VKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNP
VTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVEHQDWINGKEYKCKVSN
KALPVPIEKTISKAKGOPREPQYYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TOK
SLSLSPGK

Proteinele ActRIIA-hFc si ActRIIA-mFc au fost exprimate in linii de celule CHO.
Au fost luate Tn considerare trei secvente de lider diferite:

(i) Melitina din miere de albine (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID
NO: 33)

(i) Activator de plasminogen pentru tesut (TPA):
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 34)
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(ii) Nativ: MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 35).
Forma selectata foloseste liderul TPA si are urmatoarea secventa de aminoacizi

neprelucrata:
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGAATLGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTG

VEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFC
CCEGNMCNEKFSYFPEMEVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDK

SRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTOQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 36)

Aceasta polipeptida este codificatd de urmatoarea secventa de acid nucleic:
ATGOATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTOGTGCTGCTGCTGTGTGGAGC

AGTCTTCGTTTCGCCCGGCGCCGCTATACTTGGTAGATCAGAAACTCAGGAGTGT
CTTTTTTTAATGCTAATTGGGAAAAAGACAGAACCAATCAAACTGGTGTTGAACC
GTGTTATGGTGACAAAGATAAACGGCGGCATTGTTTTGCTACCTGGAAGAATATT
TCTGGTTCCATTGAATAGTGAAACAAGGTTGTTGGCTGGATGATATCAACTGCTA
TGACAGGACTGATTGTGTAGAAAAAAAAGACAGCCCTGAAGTATATTTCTGTTGC
TGTGAGGGCAATATGTGTAATGAAAAGTTTITCTTATTITTCCGGAGATGGAAGTCA
CACAGCCCACTTCAAATCCAGTTACACCTAAGCCACCCACCGGTGGTGGAACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGTCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC
TGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCIT
CCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC

TCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGAATTC (SEQ ID NO: 37)

Atat ActRIIA-hFc, cat si ActRIIA-mFc au fost remarcabil de maleabile la
exprimarea recombinantd. Asa cum este prezentat in Figura 5, proteina a fost
purificatd ca un singur pic de proteina bine definit. Secventierea N-terminala a pus in
evidenta o singura secventa de -ILGRSETQE (SEQ ID NO: 38). Purificarea ar putea fi
realizata printr-o serie de etape de cromatografie pe coloana, incluzand, de exemplu,
trei sau mai multe dintre urmatoarele, in orice ordine: cromatografie cu proteina A,
cromatografie cu sefaroza Q, cromatografie cu fenilsefaroza, cromatografie de
excludere dimensionald si cromatografie cu schimb de cationi. Purificarea ar putea fi
completata cu filtrare virala si schimb de tampon. Proteina ActRIIA-hFc a fost purificata
la o puritate de> 98% determinata prin cromatografie de excludere dimensionala si>
95% determinata prin SDS PAGE.
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ActRIIA-hFc si ActRIIA-mFc au demonstrat o afinitate mare pentru liganzi.
GDF11 sau activina A au fost imobilizate pe un cip Biacore™ CMS folosind procedura
standard de cuplare a aminei. Proteinele ActRIIA-hFc si ActRIIA-mFc au fost incarcate
pe sistem si legarea a fost masurata. ActRIIA-hFc s-a legat la activina cu o constanta
de disociere (Kp) de 5 x 1012 si s-a legat de GDF11 cu o Kp de 9,96 x 10°. Vezi Figura
6. Folosind un test de legare similar, s-a determinat ca ActRIIA-hFc are afinitate
crescuta pana la moderata pentru alti liganzi din superfamilia de TGF-beta incluzand,
de exemplu, activina B, GDF8, BMP6 si BMP10. ActRIIA-mFc s-a comportat similar.

ActRIIA-hFc a fost foarte stabil in studiile farmacocinetice. Sobolanii au fost
dozati cu 1 mg/kg, 3 mg/kg sau 10 mg/kg de proteina ActRIIA-hFc, iar nivelurile
plasmatice ale proteinei au fost masurate la 24, 48, 72, 144 si 168 ore. Intr-un studiu
separat, sobolanii au fost dozati la 1 mg/kg, 10 mg/kg sau 30 mg/kg. La sobolani,
ActRIIA-hFc a avut un timp de injumatatire serica de 11-14 zile, iar nivelurile circulante
ale medicamentului au fost destul de ridicate dupa doua saptaméni (11 pg/ml, 110
pg/ml sau 304 pyg/ml pentru administrari initiale de 1 mg/kg, 10 mg/kg sau respectiv 30
mg/kg). La maimutele cynomolgus, timpul de injumatatire plasmatica a fost substantial
mai mare de 14 zile, si nivelurile circulante ale medicamentului au fost de 25 pg/ml,
304 pg/ml sau 1440 pg/ml pentru administrari initiale de 1 mg/kg, 10 mg/kg, sau
respectiv 30 mg/kg.

Exemplul 2: Caracterizarea unei proteine ActRIIA-hFc

Proteina de fuziune ActRIIA-hFc a fost exprimata in celule CHO-DUKX B11l
transfectate stabil dintr-un vector pAID4 (SV40 ori/amplificator, promotor CMV),
utilizdnd o secventa lider de plasminogen de tesut din SEQ ID NO: 34. Proteina,
purificata asa cum este descris mai sus in Exemplul 1, a avut o secventa de SEQ ID
NO: 32. Portiunea Fc este o secventa de Fc IgG1 umana, asa cum este arat in SEQ
ID NO: 32. Analiza proteinei arata ca proteina de fuziune ActRIIA-hFc este formata ca
un homodimer cu legatura de disulfura.

Materialul exprimat in celule CHO are o afinitate mai mare pentru ligandul
activina B decat cea raportata pentru o proteina de fuziune ActRlla-hFc exprimata in
293 celule umane [vezi, del Re si colab. (2004) J Biol Chem. 279(51):53126-53135].
In plus, utilizarea secventei lider TPA a furnizat o productie mai mare decét alte
secvente lider si, spre deosebire de ActRIIA-Fc exprimata cu un lider nativ, a furnizat
o secventa N-terminala cu puritate ridicata. Utilizarea secventei de lider nativ a dus la
doua specii majore de ActRIIA-Fc, fiecare avand o secventa N-terminala diferita.
Exemplul 3: Proteine ActRIIA-Fc alternative

O varietate de variante de ActRIIA care pot fi utilizate in conformitate cu
metodele descrise aici sunt descrise in cererea internationala de brevet publicata ca
WQ02006/012627 (vezi de exemplu, pag. 55-58). Un construct alternativ poate avea o
deletie a cozii C-terminale (ultimii 15 aminoacizi ai domeniului extracelular al ActRIIA.
Secventa pentru un astfel de construct este prezentatd mai jos (portiunea Fc
subliniatd) (SEQ ID NO: 39):
ILGRSETQECLFFNANWEKDR TNQTGVEPC YGDKDKRRHCFATWKNISGSIEIVK QG
CWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEMTGGGTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVL.TVLHODWINGKEYKCK VSNKALPVPIEK TISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDG

SFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK
Exemplul 4: Generarea proteinelor de fuziune ActRIIB-Fc
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Solicitantii au construit o proteina de fuziune ActRIIB solubila care are domeniul
extracelular al ActRIIB uman fuzionat la un domeniu Fc uman sau de soarece cu un
linker minim intre ele. Constructii sunt denumiti ActRIIB-hFc si, respectiv, ActRIIB-mFc.

ActRIIB-hFc este prezentat mai jos, purificat din liniile de celule CHO (SEQ ID

IEI}}CR)GI?}(\)})E.TRECIYYNAI\WELERTNQ SGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWLDDFNCYDROQECVATEENPOQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPEKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVE
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKAL
PVPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSIHAVEWESNGOQ

PENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKL.TVDKSRWOQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSL.S
LSPGK

Proteinele ActRIIB-hFc si ActRIIB-mFc au fost exprimate in linii de celule CHO.
Au fost luate in considerare trei secvente lider diferite: (i) Melitina din miere de albine
(HBML), ii) Activator plasminogen de tesut (TPA) si (i) Nativ:
MGAAAKLAFAVFLISCSSGA (SEQ ID NO: 41).

Forma selectata foloseste liderul TPA si are urmatoarea secventa de aminoacizi
neprocesata (SEQ ID NO: 42):
MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCE

GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE

ONFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSY
LTVLHODWINGKEYRCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKL TVDKSRWQO

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGRK

Aceasta polipeptida este codificatd de urmatoarea secventd de aczi nucleici
(SEQ ID NO: 43):
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A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA
GTCTTCGTTT CGCCCGGCGC CTCTGGGCGT GGGOGAGGCTG AGACACGGGA
GTGCATCTAC TACAACGCCA ACTGGGAGCT GGAGCGCACC AACCAGAGCG
GCCTGGAGCG CTGCGAAGGC GAGCAGGACA AGCGGCTGCA CTGCTACGCC
TCCTGGCGCA ACAGCTCTGG CACCATCGAG CTCGTGAAGA AGGGCTGCTG
GCTAGATGAC TTCAACTGCT ACGATAGGCA GGAGTGTGTG GCCACTGAGG
AGAACCCCCA GGTGTACTTC TGCTGCTGTG AAGGCAACTT CTGCAACGAG
CGCTTCACTC ATTTGCCAGA GGCTGGGGGEC CCOGGAAGTCA CGTACGAGCC
ACCCCCGACA GCCCCCACCG GTGGTGGAAC TCACACATGC CCACCGTGCC
CAGCACCTGA ACTCCTGGGG GGACCGTCAG TCTTCCTCTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA CATGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC TGGTACGTGG
ACGGCGTGGA GGTGCATAAT GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC
AACAGCACGT ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG
GCTGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG
TCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA AGAACCAGGT
CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC
GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC TCACCGTGGA
CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG
AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT

AAATGA
Secventierea N-terminala a materialului produs de celule CHO a pus in evidenta

o secventa majora de -GRGEAE (SEQ ID NO: 44). Este de remarcat in special, ca alti
constructi raportati in literatura incep cu o secventa -SGR...

Purificarea ar putea fi realizata printr-o serie de etape de cromatografie pe
coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai multe dintre urmatoarele, in orice ordine:
cromatografie cu proteina A, cromatografie cu sefaroza Q, cromatografie cu
fenilsefaroza, cromatografie cu excludere dimensionala si cromatografie cu schimb de
cationi. Purificarea ar putea fi terminata cu o filtrare virala si schimb de tampon.

Proteinele de fuziune ActRIIB-Fc au fost, de asemenea, exprimate in celule
HEK293 si celule COS. Desi materialul din toate liniile celulare si conditiile rezonabile
de culturd au asigurat proteine cu activitate de construire a muschilor in vivo, s-a
observat variabilitatea puterii, probabil legata de selectia liniei celulare si/sau conditiile
de cultura.

Solicitantii au generat o serie de mutatii in domeniul extracelular al ActRIIB si
au produs aceste proteine mutante ca proteine de fuziune solubile intre ActRIIB
extracelular si un domeniu Fc. Fuziunea ActRIIB-Fc de fundal are secventa SEQ ID
NO: 40.

Diverse mutatii, inclusiv trunchieri N- si C-terminale, au fost introduse in proteina
ActRIIB-Fc de fundal. Pe baza datelor prezentate aici, este de asteptat ca acesti
constructi, daca sunt exprimati cu un lider TPA, sa nu aiba serina N-terminala. Mutatiile
au fost generate in domeniul extracelular al ActRIIB prin mutageneza PCR. Dupa PCR,
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fragmentele au fost purificate printr-o coloana Qiagen, digerate cu Sfol si Agel si
purificate pe gel. Aceste fragmente au fost ligate in vectorul de exprimare pAID4 (vezi
W02006/012627) astfel incat la ligare a creat o himera de fuziune cu IgG1 uman. Dupa
transformarea in E. coli DH5 alfa, coloniile au fost culese si ADN-urile au fost izolate.
Pentru constructii murini (mFc), o IgG2a murina a fost substituita cu IgG1 umana. Au
fost verificate secventele tuturor mutantilor.

Toti mutantii au fost produsi in celule HEK293T prin transfectie tranzitorie. Pe scurt,
intr-un filator de 500 ml, celulele HEK293T au fost introduse la 6x10° celule/ml in mediu
Freestyle (Invitrogen) intr-un volum de 250 ml si crescute peste noapte. A doua zi,
aceste celule au fost tratate cu un complex de ADN:PEI (1:1) la 0,5 ug/ml concentratie
finala de ADN. Dupa 4 ore, s-au adaugat 250 ml mediu si celulele au fost crescute timp
de 7 zile. Mediul conditionat a fost recoltat prin rotirea celulelor si concentrat.

Mutantii au fost purificati folosind o varietate de tehnici, incluzadnd, de exemplu,
0 coloana de proteina A si eluati cu tampon de glicina cu pH scazut (3,0). Dupa
neutralizare, acestea au fost dializate fata de PBS.

Mutantii au fost, de asemenea, produsi in celulele CHO printr-o metodologie
similard. Mutantii au fost testati in analize de legare si/sau analize biologice descrise
in WO 2008/097541 si WO 2006/012627. in unele cazuri, analizele au fost efectuate
cu mediu conditionat, mai degraba decéat cu proteine purificate. Variatii suplimentare
ale ActRIIB sunt descrise in Brevetul U.S. Nr. 7,842,663.

Solicitantul a generat o proteina de fuziune ActRIIB (25-131)-hFc, care cuprinde
domeniul extracelular ActRIIB uman cu trunchieri N-terminale si C-terminale
(reziduurile 25-131 ale proteinei native cu SEQ ID NO: 1) fuzionat N-terminal cu o
secventa lider TPA care substituie liderul ActRIIB nativ si C-terminal cu un domeniu Fc
uman printr-un linker minim (trei reziduuri de glicina) (Figura 7). O secventa de
nucleotide care codifica aceasta proteina de fuziune este prezentata in Figura 8.
Solicitantii au modificat codonii si au gasit o varianta de acid nucleic care codifica
proteina ActRIIB(25-131)-hFc care a furnizat imbunatatiri substantiale in nivelurile de
exprimare ale transformantilor initiali (Figura 9).

Proteina matura are o secventd de aminoacizi dupa cum urmeaza (N-terminal
confirmat prin secventierea N-terminal) (SEQ ID NO: 45):

ETRECIYYNA NWELERTNQS GLERCEGEOD KRLHCYASWR NSSGTIELVK
KGCWLDDFNC YDRQECVATE ENPQVYFCCC EGNFCNERFT HLPEAGGPEV
TYEPPPTGGG THTCPPCPAP ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCY
VVDVSHEDPE VKFNWY VDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD
WLNGKEYKCK VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSREEMTKNQ
VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SFFLYSKLTV

DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSPGK

Molecula exprimata a fost purificata utilizadnd o serie de etape de cromatografie
pe coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai multe dintre urmatoarele, Tn orice
ordine: cromatografie cu proteina A, cromatografie cu sefaroza Q, cromatografie cu
fenilsefaroza, cromatografie cu excludere dimensionala si cromatografie cu schimb de
cationi. Purificarea ar putea fi terminata cu o filtrare virala si schimb de tampon.

Afinitatile mai multor liganzi pentru ActRIIB(25-131)-hFc si omologul sau cu
toata lungimea ActRIIB(20-134)-hFc au fost evaluate in vitro cu un instrument
Biacore™, si rezultatele sunt rezumate in tabelul de mai jos. Valorile Kd au fost
obtinute prin potrivirea afinitatii in stare stationara datorita asocierii si disocierii foarte
rapide a complexului, care a impiedicat determinarea cu acuratete a kon Si Koft.
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ActRIIB(25-131)-hFc legat, de exemplu, de activina A, activina B si GDF11 cu afinitate
ridicata.
Afinitati de ligand ale formelor de ActRIIB-hFc:

Construct de fuziune Activin A (e-11) Activin B (e-11) | GDF11 (e-11)
ActRIIB(20-134)-hFc 1,6 1,2 3,6
ActRIIB(25-131)-hFc 1,8 1,2 3,1

Exemplul 5: Generarea unei capcane de GDF

O capcana GDF a fost construita dupa cum urmeaza. O polipeptida avand un
domeniu extracelular modificat de ActRIIB (aminoacizii 20-134 din SEQ ID NO: 1 cu o
substitutie L79D) cu legare a activinei A redusa mult legéand in raport cu GDF11 si/sau
miostatina (ca o consecinta a substitutia leucinei la aspartat la pozitia 79 din SEQ ID
NO: 1) a fost fuzionata cu un domeniu Fc uman sau de soarece cu un linker minim
intre ele. Constructii sunt denumiti ActRIIB(L79D 20-134)-hFc si, respectiv,
ActRIIB(L79D 20-134)-mFc. Formele alternative cu un glutamat mai degraba decét un
aspartat in pozitia 79 au functionat similar (L79E). Au fost de asemenea generate
forme alternative cu o alanind mai degraba decéat o valina la pozitia 226 fata de SEQ
ID NO: 64, de mai jos, si au avut un comportament echivalent in toate privintele testate.
Aspartatul din pozitia 79 (fata de SEQ ID NO: 1) este indicat prin sublinierea cu linie
dubla de mai jos. Valina din pozitia 226 fatd de SEQ ID NO: 64 este, de asemenea,
indicata prin sublinierea cu linie dubla de mai jos.

Capcana de GDF ActRIIB (L79D 20-134)-hFc este prezentata mai jos, asa cum
este purificata din liniile de celule CHO (SEQ ID NO: 46).
GRGEAETRECTYYNANWELER TNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVETVLHODWLNGKEYKCKVSNKAL
PYPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL.TVDK SRWOQOGNVFSCSYMHEATLHNHYTOQKSI.S

LSPGK
Portiunea derivata din ActRIIB a capcanei de GDF are o secventa de aminoacizi
prezentata mai jos (SEQ ID NO: 47) si acea portiune ar putea fi utilizatd ca monomer
sau ca proteina de fuziune non-Fc ca monomer, dimer sau complex de ordin mai mare.
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT

APT (SEQ ID NO: 47)

Proteina capcana de GDF a fost exprimata in linii de celule CHO. Au fost luate
in considerare trei secvente lider diferite:
(i) Melitina din miere de albine (HBML), (ii) Activator de plasminogen de tesut (TPA) si
(iii) Nativ.

Forma selectata foloseste liderul TPA si are urmatoarea secventa de aminoacizi
neprelucrata:
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MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECTYYNANWELERTNQSGLERCE
GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVEKKGCWDDDENCYDRQECVATEENPOQVYFCCCE

GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPOVY TLPPSREEMTKNGQ
VSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWOQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 48)
Aceasta polipeptida este codificata de urmatoarea secventa de acizi nucleici

(SEQ ID NO: 49):
A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA

GTCTTCGTTT CGCCCGGCGC CTCTGGGCGT GGGGAGGCTG AGACACGGGA
GTGCATCTAC TACAACGCCA ACTGGOGAGCT GGAGCGCACC AACCAGAGCG
GCCTGGAGCG CTGCGAAGGC GAGCAGGACA AGCGGCTGCA CTGCTACGCC
TCCTGGCGCA ACAGCTCTGG CACCATCGAG CTCGTGAAGA AGGGCTGCTG
GGACGATGAC TTCAACTGCT ACGATAGGCA GGAGTGTGTG GCCACTGAGG
AGAACCCCCA GGTGTACTTC TGCTGCTGTG AAGGCAACTT CTGCAACGAG
COCTTCACTC ATTTGCCAGA GGCTGGGGGC CCGGAAGTCA CGTACGAGCC
ACCCCCGACA GCCCCCACCG GTGGTGGAAC TCACACATGC CCACCGTGCC
CAGCACCTGA ACTCCTGGOGG GUACCGTCAG TCTTCCTCTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA CATGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTTCAAC TGGTACGTGG

ACGGCGTGGA GGTGCATAAT GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC
AACAGCACGT ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG

GCTGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG
TCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAG GAGATGACCA AGAACCAGGT
CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC
GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC TATAGCAAGC TCACCGTGGA
CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG
AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGET

AAATGA
Purificarea ar putea fi realizata printr-o serie de etape de cromatografie pe

coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai multe dintre urmatoarele, in orice ordine:
cromatografie cu proteina A, cromatografie cu sefaroza Q, cromatografie cu
fenilsefaroza, cromatografie cu excludere dimensionala si cromatografie cu schimb de
cationi. Purificarea ar putea fi terminata cu o filtrare virala si schimb de tampon. intr-un
exemplu de schema de purificare, mediul de cultura de celule este trecut peste o
coloana cu proteina A, spalat in 150 mM Tris/NaCl (pH 8,0), apoi spalat in 50 mM
Tris/NaCl (pH 8,0) si eluat cu 0,1 M glicina, pH 3,0. Eluatul cu pH scazut este pastrat
la temperatura camerei timp de 30 de minute ca o etapa de clearance viral. Eluatul
este apoi neutralizat si trecut peste o coloana de schimb de ioni de Q-sefaroza si spalat
in 50 mM Tris pH 8,0, 50 mM NacCl si eluat in 50 mM Tris pH 8,0, cu o concentratie de
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NaCl cuprinsa intre 150 mM si 300 mM. Eluatul este apoi schimbat in 50 mM Tris pH
8,0, 1,1 M sulfat de amoniu si trecut peste o coloana de fenil sefaroza, spalat si eluat
in 50 mM Tris pH 8,0 cu sulfat de amoniu intre 150 si 300 mM. Eluatul este dializat si
filtrat pentru utilizare.

Capcane de GDF suplimentare (proteinele de fuziune ActRIIB-Fc modificate
astfel incat sa reduca raportul legarii activinei A in raport cu legarea miostatinei sau
legarii GDF11) sunt descrise in WO 2008/097541 si WO 2006/012627.

Exemplul 6: Bioanaliza pentru semnalizarea mediata de GDF11 si activina

O analiza a genei raportor A-204 a fost utilizata pentru a se evalua efectele
proteinelor ActRIIB-Fc si ale capcanelor de GDF asupra semnalizarii prin GDF-11 si
activina A. Linia de celule: rabdomiosarcom uman (derivat din muschi). Vector reporter:
pGL3 (CAGA) 12 (descris in Dennler si colab, 1998, EMBO 17: 3091-3100). Motivul
CAGA12 este prezent in genele care raspund la TGF-beta (de exemplu, Gena PAI-1),
deci acest vector este de uz general pentru factorii de semnalizare prin SMADZ2 si 3.
Ziua 1: Se impart celulele A-204 intr-o placa cu 48 de godeuri.

Ziua 2: Celulele A-204 sunt transfectate cu 10 ug pGL3 (CAGA) 12 sau pGL3 (CAGA)
12 (10 ug) + pRLCMV (1 pg) si Fugene.

Ziua 3: Se adauga factorii (diluati in mediu + 0,1% BSA). Inhibitorii trebuie preincubati
cu factorii timp de 1 ora inainte de a se adauga la celule. Sase ore mai tarziu, celulele
au fost clatite cu PBS si lizate.

Aceasta este urmata de o analiza de luciferaza. in absenta oricaror inhibitori,
activina A a prezentat o stimulare de 10 ori a exprimarii genei raportoare si o ED50 ~
2 ng/ml. GDF-11: stimulare de 16 ori, ED50: ~ 1,5 ng/ml.

ActRIIB (20-134) este un inhibitor puternic de exemplu al activinei A, GDF-8 si
GDF-11, in aceasta analiza. Asa cum este descris mai jos, variantele de ActRIIB au
fost, de asemenea, testate in aceasta analiza.

Exemplul 7: Variante de ActRIIB-Fc, activitate pe baza de celule

Activitatea proteinelor ActRIIB-Fc si a capcanelor de GDF a fost testata intr-o
analiza pe baza de celule, asa cum este descris mai sus. Rezultatele sunt rezumate
in tabelul de mai jos. Unele variante au fost testate in diferiti constructi de trunchiere
C-terminali. Dupa cum a fost discutat mai sus, trunchierile a cinci sau cincisprezece
aminoacizi au determinat reducerea activitatii. Capcanele de GDF (variantele L79D si
L79E) au dovedit o pierdere substantiala a inhibarii activinei A, pastrand in acelasi timp
inhibarea aproape de tip salbatic a GDF11.

Legarea ActRIIB-Fc solubil la GDF11 si Activina A:

Variatii Portiune din ActRIIB |Activitate de Activitate de
ActRIIB-Fc | (corespunde aminoacizilor din |inhibare a GDF 11 |inhibare a activinei
SEQ ID NO: 1)

R64 20-134 +++ +++

(aprox. 108 M Kj) | (aprox. 108 M K))
Ab64 20-134 + +

(aprox. 10 M Kj) | (aprox. 10® M K))
R64 20-129 +++ +++
R64 K74A 20-134 ++++ +H++
R64 A24N 20-134 +++ +++

R64 A24N |20-119 ++ ++
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Variatii Portiune din ActRIIB |Activitate de Activitate de

ActRIIB-Fc | (corespunde aminoacizilor din |inhibare a GDF 11 |inhibare a activinei
SEQ ID NO: 1)

R64 A24N 20-119 + +

K74A

R64 L79P 20-134 + +

R64 L79P 20-134 + +

K74A

R64 L79D 20-134 T+ +

R64 L79E 20-134 +++ +

R64K 20-134 +++ +++

R64K 20-129 +++ +++

R64 P129S 20-134 +++ +++

P130A

R64N 20-134 + +

+ Activitate slaba (aproximativ 1x10 K))

++ Activitate moderata (aproximativ 1x10-7 Ki)

+++ Activitate buna (de tip salbatic) (aproximativ 1x108 K))
++++ Mai mare decéat activitatea de tip salbatic

Varianta A24N are activitate in analiza pe baza de celule (mai sus) si este
echivalenta cu molecula de tip salbatic. Varianta A24N si oricare dintre celelalte
variante testate mai sus pot fi combinate cu moleculele de capcana de GDF, cum ar fi
variantele L79D sau L79E.

Exemplul 8: Legarea GDF11 si Activinei A.

Legarea anumitor proteine ActRIIB-Fc si capcane de GDF la liganzi a fost
testata printr-o analiza Biacore™.

Variantele ActRIIB-Fc sau proteina de tip salbatic au fost capturate pe sistem
utilizdnd un anticorp anti-hFc. Liganzii au fost injectati si au curs peste proteinele
receptorului capturat. Rezultatele sunt rezumate in tabelele de mai jos.
Specificitatea de legare a ligandului la variante IIB.

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 4,39e-4 6,55e-10
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc 3,8e-5 2,74e-4 7,16e-10
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,77e-5 2,41e-5 3,56e-11

GDF8

Proteina Kon (1/Ms)  Koff (1/s) KD (M)
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GDF11

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 2,09¢e-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 1,59%e-4 2,68e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc 3,34e6 3,46e-4  1,04e-10
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc Legare scazuta
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc Legare scazuta
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,82e6 3,25e-4 4,76e-11
ActRIIB(R64K 20-129)-hFc 7,46e6 6,28e-4 8,4le-11
ActRIIB(P129S, P130R 20-134)-hFc 5,02e6 4,17e-4 8,3le-11

Aceste date obtinute intr-o analiza fara celule confirma datele de testare bazate
pe celule, demonstrand ca varianta A24N pastreaza activitatea de legare a ligandului
similard cu cea a moleculei ActRIIB (20-134)-hFc si ca molecula L79D sau L79E
pastreaza legarea miostatinei si a GDF11, dar prezinta o legare semnificativ scazuta
(necuantificabila) la activina A.

Alte variante au fost generate si testate, dupa cum s-a raportat in
W02006/012627. Vedea, de exemplu, pag. 59-60, folosind liganzi cuplati la un
dispozitiv si receptor care curge peste liganzii cuplati. In special, K74Y, K74F, K74l (si
probabil alte substitutii hidrofobe la K74, cum ar fi K74L) si D80I, determina o scadere
a raportului de legare a activinei A (ActA) la legarea GDF11, in raport cu molecula de
K74 de tip salbatic. Un tabel de date cu privire la aceste variante este reprodus mai
jos:

Variante solubile de ActRIIB-Fc care se leaga la GDF11 si Activina A (analiza
Biacore™)

ActRIIB
WT (64A)

ActA GDF11

KD=1,8e-7M KD=
(+) (+)

2,6e-7TM



WT (64R)
+15coada

E37A
R40A
D54A
K55A
R56A
K74A

K74Y
K74F
K74l
W78A
L79A
D80OK
D8OR
D80A
D80OF
D80G
D8OM
D8ON
D80I
F82A

* Nu se observa legare
-- legare < 1/5 WT

- legare ~ 1/2 WT
+WT

++

KD=4,35e-9
+++++

*

++

++ legare crescuta < 2x
+++ legare crescuta ~5x
++++ legare crescuta ~10x

+++++ legare crescuta

~ 40X

(+++)

KD=
(++++)

*

*

KD=5,3e-9M
+++++
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8,6e-8M

1,9e-8M

Exemplul 9: Generarea unei capcane de GDF cu domeniu extracelular de ActRIIB

trunchiat

O capcana GDF denumita ActRIIB (L79D 20-134)-hFc a fost generata prin
fuziunea N-terminala a liderului TPA la domeniul extracelular ActRIIB (reziduurile 20-
134 in SEQ ID NO: 1) contindnd o substitutie de leucina la aspartat (la reziduul 79 din
SEQ ID NO: 1) si fuziunea C-terminald a domeniului Fc uman cu linker minim (trei
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reziduuri de glicina) (Figura 10; SEQ ID NO: 74). O secventa de nucleotide
corespunzatoare acestei proteine de fuziune este prezentata in Figura 11 (SEQ ID NO:
75, catena sens; si SEQ ID NO: 76, catena antisens).

O capcana de GDF cu domeniu extracelular ActRIIB trunchiat, denumita
ActRIIB (L79D 25-131) -hFc, a fost generata prin fuziunea N-terminala a liderului TPA
la domeniul extracelular trunchiat (reziduurile 25-131 din SEQ ID NO: 1) contindnd o
substitutie leucina-la-aspartat (la reziduul 79 din SEQ ID NO: 1) si o fuziune C-
terminala a domeniului Fc uman cu un linker minim (trei reziduuri de glicina) (Figura
12, SEQ ID NO: 77). Secventa formei purificate a celulei de ActRIIB (L79D 25-131) -
hFc este prezentata in Figura 13 (SEQ ID NO: 78). O secventa de nucleotide care
codifica aceasta proteina de fuziune este prezentata in Figura 15 (SEQ ID NO: 80)
impreuna cu secventa sa complementara (SEQ ID NO: 81), si o secventa de nucleotide
alternativa care codifica exact aceeasi proteina de fuziune este prezentata in Figura
16 (SEQ ID NO: 82) si secventa sa complementara (SEQ ID NO: 83).

Exemplul 10: Legarea selectiva a ligandului_de catre capcana de GDF cu
domeniul extracelular ActRIIB dublu-trunchiat

A fost evaluata afinitatea in vitro a capcanelor de GDF si a altor proteine
ActRIIB-hFc pentru mai multi liganzi cu un instrument Biacore™. Rezultatele sunt
rezumate in tabelul de mai jos. Valorile Kd au fost obtinute prin ajustarea afinitatii in
stare stationara datorita asocierii si disocierii foarte rapide a complexului, care a
impiedicat determinarea exacta a kon Si Koft.

Selectivitatea pentru ligand a variantelor de ActRIIB-hFc:

Construct de fuziune Activina A Activina B GDF11
(Kd e-11) (Kd e-11) (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

Capcana de GDF cu un domeniu extracelular trunchiat, ActRIIB (L79D 25-131)-
hFc, a egalat sau a depasit selectivitatea pentru ligand prezentata de varianta mai
lunga, ActRIIB (L79D 20-134)-hFc, cu pierderi pronuntate de legare a activinei A,
pierdere partiala a legarii activinei B si pastrarii aproape complete a legéarii GDF11
comparativ cu omologii ActRIIB-hFc lipsiti de substitutia L79D. Este de retinut ca
trunchierea singura (fara substitutie L79D) nu a modificat selectivitatea intre liganzii
prezentati aici [comparatie ActRIIB (L79 25-131)-hFc cu ActRIIB (L79 20-134)-hFc].
ActRIIB (L79D 25-131)-hFc pastreaza, de asemenea, legarea puternica pana la
intermediara a ligandului de semnalizare Smad 2/3 GDF8 si a liganzilor Smad 1/5/8
BMP6 si BMP10.

Exemplul 11: Capcana de GDF derivata din ActRIIB5

Altii au raportat o forma alternativa, solubild de ActRIIB (denumitd ActRIIBS5), in
care exonul 4, inclusivdomeniul transmembranar ActRIIB, a fost inlocuit cu o secventa
C-terminal diferita (vezi, de exemplu, WO 2007/053775).
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Secventa ActRIIBS umana nativa fara liderul sau este dupa cum urmeaza:
GRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK

KGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST

TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE (SEQ ID NO: 50)
O substitutie de leucina-la-aspartat sau alte substitutii acide, pot fi efectuate in
pozitia nativad 79 (subliniatd) asa cum este descris pentru a construi varianta

ActRIIB5(L79D), care are urmatoarea secventa:
GRGEAETRECIYYNANWELER TNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK

KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST

TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE (SEQ ID NO: 51)
Aceasta varianta poate fi conectata la Fc uman (subliniere cu linie dubla) cu un
linker TGGG (sublinierea cu o linie simpla) pentru a genera o proteina de fuziune

ActRIIB5(L79D)-hFc umana cu urmatoarea secventa:
GRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK

KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHETGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVEL

FPPEKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTEKPREEOQOYN

STYRVVSVLTVLHODWLN(

PSREEMTKNOVSLTCTI VEGEYPSDIAVEWESNGOPENNYK TTPPVILDSDGSFFLY

NVESCSVMHEALANHYTQESLSLSPGK (SEQ ID NO: 52).

Aceasta constructie poate fi exprimata in celule CHO.
Exemplul 12: Generarea unui heterodimer ALK4:ActRIIB

S-a construit un complex heteromeric ALK4-Fc:ActRIIB-Fc cuprinzand
domeniile extracelulare ale ActRIIB umane si ALK4 umane, care sunt fiecare fuzionate
separat la un domeniu Fc cu un linker pozitionat intre domeniul extracelular si domeniul
Fc. Constructii individuali sunt denumiti polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc si, respectiv,
polipeptida de fuziune ALK4-Fc, si secventele fiecaruia sunt prezentate mai jos.

O metodologie pentru promovarea formarii complecsilor heteromerici ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc, spre deosebire de complecsii homodimerici ActRIIB-Fc sau ALK4-Fc,
consta in introducerea alterarilor in secventa de aminoacizi a domeniilor Fc pentru a
ghida formarea complecsilor heteromerici asimetrici. Multe abordari diferite pentru a
se obtine perechi de interactiuni asimetrice utilizand domenii Fc sunt descrise in
aceasta dezvaluire.

intr-o abordare, ilustratd in secventele polipeptidice ActRIIB-Fc si ALK4-Fc cu
SEQ ID NO: 108 si 110 si SEQ ID NO: 111 si respectiv 113, un domeniu Fc este
modificat pentru a se introduce aminoacizi cationici la fata de interactiune, in timp ce
celalalt domeniu Fc este modificat pentru a se introduce aminoacizi anionici la fata de
interactiune. Polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc si polipeptida de fuziune ALK4-Fc
utilizeaza fiecare liderul activatorului plasminogen de tesut (TPA).

Secventa polipeptidica ActRIIB-Fc (SEQ ID NO: 108) este prezentata mai jos:
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1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGASGRGEA ETRECIYYNA NWELERTNQS

51 GLERCEGEQD KRLHCYASWR NSSGTIELVE KGCWLDDINC YDROECVATE
101 ENPQVYFCCC EGNFCNERE'T HLPEAGGPEY TYEPPPTAPT GGGTHTCPPC
151 PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TIMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVEFNWYV
201 DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKVSNEKALP
251 APIEKTISKA KGQOPREPOVY TLPPSREEMT KNOQVSLTCLV KGFYPSDIAV
301 EWESNGQPEN NYKTTPPVLE SDGSFFLYSK LTIVDKSRWQD GNVESCSVMH

351 EALHNHYTOK SLSLSPGK (SEC ID NO: 108)

Secventa lider (semnal) si linkerul sunt subliniate. Pentru a promova formarea
heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, mai degraba decéat oricare dintre complecsii
homodimerici posibili, pot fi introduse douad substitutii de aminoacizi (inlocuirea
aminoacizilor acizi cu lizind) in domeniul Fc al proteinei de fuziune ActRIIB, asa cum
este indicat prin sublinierea cu linie dubla de mai sus. Secventa de aminoacizi din SEQ
ID NO: 108 poate fi furnizata optional cu lizina (K) indepartata de la capatul C-terminal.

Aceasta proteina de fuziune ActRIIB-Fc este codificata de urmatoarea secventa
de acid nucleic (SEQ ID NO: 109):




301

[os]
&)
iy

1101

ATGGATGCAD

AGTCTTCGTT

AGTGCATCTA

GGCCTGGAGC

CTCCTGGCGE /

GGCTAGATGA
GAGAACCCCC

GCGCTTCACT

CACCCCCGAC

CCAGCARCCTG

ACCCARGGA

9!

GACGGCETGES

CARCAGCACG

GGCTGAATGG

TCAGCCTGAC

GAGTGGGAGA

CGTGCTGARNS

ACAAGAGCAG

GAGGCTCTGC

TARA

TGAAGAGAGG

TCGCCCGGLG

CTACAACGCC

GCTGCGAAGE

AACAGCTCTG

CTTCAACTGC
AGGTGTACTT

CATTTGCCAG

AGCCCCCACC

ARCTCCTGGG

ACCCTCATGA

GACCCACGAL

AGGTGCATAA

TACCGTGTGG

CAAGGAGTAC

AGAABACCAT

ACCCTGCCCC

TCCGACGGCT

GTGGCAGCAG

ACAACCACTA

(SEQ TD

CCTCTGGGCE

ARCTGGGAGC

CGAGCAGGAC

GCACCATCGA

TACGATAGGC

GCTCTGCTGT

CIGCTGCTGT

AGGCTGGEGGGE

GGTGGTGGAA

GGGACCGTCA

TCTCCCGGAT

GACCCTGAGG

TGCCARGACA

TCAGCGTCCT

AAGTGCAAGG

CTCCAAAGCC

CATCCCGGAA

AAAGGCTTCT

GCCGGAGAAC

CCTTCTTCCT

GGGAACGTCT

CACGCAGARG

NO: 109)

TGGGGAGGCT

TGGAGCGCAC

RAGCGGLTGE

GCTCGTGAAG

AGGAGTGTGT

GTGCTGCTGC

GAAGGCAACT

CCCGGAAGTC

CTCRACACATG

GTCTTCCTCT

CCCTGAGGTC

TCAAGTTCAA

AAGCCGUGGEE

CACCGTCCTG

TCTCCAACAA

ABMGGGCAGC

GGAGATGACC

ATCCCAGCGA

AACTACAAGA

CTATAGCAAG

TCTCATGCTC

AGCCTCTCCC

TGTGTGGAGC

GAGACACGGG

CAACCAGAGC

ACTGUTACGC

AAGGGCTGCT

GGCCACTGAG

TCTGCAACGA

ACGTACGAGC

CCCACCGTGC

TCCCCCCARR

ACATGCGTGG

CTGGTACGTG

AGGAGCAGTA

CAC

CAGGACT

AGCCCTCCCA

CCCGAGAALC

COTGATGCAT

TETCTCCGGE
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O polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc matura (SEQ ID NO: 110) este dupa cum
urmeaza si poate fi optional prevazutd cu lizina (K) indepartatda de la capatul C-
terminal.



1 GRGEAETREC IYYNANWELE RTNQSGLERC FEGEQDRRLHC YASWRNSSGT
51 IELVEKGCWL DDENCYDROQE CVATEENPQV YFCCCEGNEC NERFTHLPEA
101  GGPEVIYEPP PTAPTGGGTH TCPPCPAPEL LGGPSVFLFP PKPKDTLMIS
151 RTPEVTCVVV DVSHEDPEVE FNWYVDGVEY HNAKTKPREE QOYNSTYRVVS
201 VLTVLHODWL NCKEYXCKVS NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLPPS
251 REEMTEKNQVS LTCLVEGEFYFP SDIAVEWESN GQPENNYKTT PPVLKSDGSFE
301 FLYSKLTVDK SRWOQGNVES CSVMHEALHN HYTOKSLSLS PGK

(5EQ ID NO: 110)
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O forma complementara a polipeptidei de fuziune ALK4-Fc (SEQ ID NO: 111)
este dupa cum urmeaza:

1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGASGPRGY QALLCACTIC LOANYTCETD
51 GACMVSIFNL DGMEHHVRTC IPKVELVPAG KPFYCLSSED LRNTHCCYTD
101 YCNRIDLRVE SGHLKEPEHP SMWGFVETGG GTHTCPPCPA PELLGGPSVE
151 LEPPXPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVENAKTKE
201 REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGKEYXC KVSNKALPAP IEKTISKAKG
251 QPREPQVYTL PPSREEMTEN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY
301 DTTPPVLDSD GSFFLYSDLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL
351 SLSEG (SEQ ID NO: 111)

Secventa lider si linkerul sunt subliniate. Pentru a ghida formarea

heterodimerului cu polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc a SEQ ID NO: 108 si 110 de mai
sus, pot fi introduse doua substitutii de aminoacizi (inlocuirea lizinelor cu acizi aspartici)
in domeniul Fc al polipeptidei de fuziune ALK4-Fc, asa cum este indicat prin sublinierea
cu linie dubla de mai sus. Secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 111 poate fi
furnizata optional cu lizina (K) adaugata la capatul C-terminal.

Aceasta proteina de fuziune ALK4-Fc este codificata de urmatorul acid nucleic
(SEQ ID NO: 112):




1 ATGGATGCAA
TGTGTGGAGC

51  AGTCTTCETT

CAGGCTCIGC
101 TGTGTGCGTSG

TGAGACAGAT

151 GGGGCCTGCA

AGCACCATGT

201  GCGCACCTGC

AAGCCCTTCT

251  ACTGCCTGAG

CTACACTGAC

301 TACTGCAACA
TCRAAGGAGCC

351 TGAGCACCCG
GGRACTCACA

401 CATGCCCACC
GTCAGTCTTC
451  CTCTTICCCCC

GGACCCCTGA

501 GGTCACATGC
GAGGTCAAGT

551 TCAACTGGTA

GACAARGCCG

601 CCGGGAGGAGC
TCCTCACCGT

651 CCTGCACCAG
ARGGTCTCCA

701 ACAARRGCCCT
AGCCAARGGEG

TGAAGAGAGG GCTCTGOTGET GTGCTGCTGC

TCGCCCGGLGE CCTCCGGECC

CACCAGCTGC

TGGTTTCCAT

ATCCCCARAG

CTCGGAGGAC

GGATCGACTT

TCCATGTGCG

GTGCCCAGCA

CAARACCCAR

GTGGTGGTGE

CGTGGACGGC

AGTACAACAG

GACTGGCTGA

CCCAGCCCCC

CTCCAGGCCA

TTTCAATCTG

TGGAGCTGGT

CTGCGCARCA

GAGGGTGCCC

GCCCGETGGA

CCTGAACTCC

GGACACCCTC

ACGTGAGCCA

GTGGAGGTGC

CACGTACCGT

ATGGCAAGGA

ATCGAGAARRN

ACTACACGTG

GATGGGATGG

CCCTGCCGGG

CCCALTGCTG

AGTGGTCACC

GACCGGTGGT

ATGATCTCCC

CGAAGACCCT

ATARTGCCAR

GTGGTCAGCG

GTACAAGTGC

CCATCTCCAA

e 2019 0695



751 CAGCCCCGAG AACCACAGGT GTACACCCTG CCCCCATCCC

GGGAGGAGAT

801 GACCAAGAAC CAGGTCAGCC TGACCTGCCT GGTCAAAGGC

TTCTATCCCA

851 GCGACATCG

GAACAACTAC

801 GACACCACG

TCCTCTATAG

C CGTGGAGTGG GAGAGCAATG GGCAGCCGGA

C CTCCCGTGCT GGACTCCGAC GGCTCCTTCT

951 CGACCTCACC GTGGACAAGA GUAGGTGGCA GCAGGGGAAC

GTCTTCTCAT

1001 GCTCCGTGAT GCATGAGGCT CTGCACAACC ACTACACGCA

GAAGAGCCTC

1051 TCCCTGTCTC

CGGGT [SEQ ID NG: 112}
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O secventa matura de proteina de fuziune ALK4-Fc (SEQ ID NO: 113) este
dupa cum urmeaza si poate fi optional prevazuta cu lizina (K) adaugata la capatul C-

terminal.
1 SGPREVOALL

HHVRTCIFPRY
51 ELVPAGEPFEY
KEPEHESMWG
101 PVETGGGTHT

TPEVTCYVVD

151 VSHEDPEVKF
LTVLEODWLN

201 GREYKCKVSHN
EEMTENQVSL
251 TCLVEGEYPS
LYSDLTVDKS
301 RWOQOGNVESC

113}

CACTSCLOAN YTCETDGACM

CLSSEDLRENT HCCYTDYCNR

CPPCPAPELL GGESVFLEFFP

NWYVDGVEVH NAKTKPREE

KALPAPIEKT ISKAKGQPRE

DIAVEWESNG QPENNYDTTPR

SVMHEALIENI YTQKSLSLSP

VSIFNLDGME

IDLRVPSGHL

KPKDTIMISR

YNSTYRVVIV

FPOVYTLPFESR

PVLDSDGSEE

G (SEQ ID NG:

Proteinele ActRIIB-Fc si ALK4-Fc ale SEQ ID NO: 110 si respectiv SEQ ID NO:
113, pot fi co-exprimate si purificate dintr-o linie de celule CHO, pentru a da nastere

unui complex heteromeric cuprinzand ALK4-Fc:ActRIIB -Fc.

Intr-o alti abordare pentru a promova formarea de complecsi heteromultimerici
folosind proteine de fuziune Fc asimetrice, domeniile Fc sunt modificate pentru a

introduce interactiuni

complementare hidrofobe si

0]

legatura de disulfura

intermoleculara suplimentara, asa cum este ilustrat in secventele polipeptidice



e 2019 0695

ActRIIB-Fc si ALK4-Fc din SEQ ID NO: 114 si 115 si SEQ ID NO: 116 si, respectiv,
117. Polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc si polipeptida de fuziune ALK4-Fc utilizeaza
fiecare un lider activator de plasminogen de tesut (TPA).

Secventa polipeptidica ActRIIB-Fc (SEQ ID NO: 114) este prezentata mai jos:
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEV SPGASGRGEA ETRECIYYNA

NWELERTNOS

51  GLERCEGEQD
YDROECVATE

101  ENBQVYFCCC
GGGTHTCPFPC

151 PAPELLGGPS

DPEVKENWYV

201  DCGVEVHNART
KCEVENKALPE

251  APIEKTISEKA KGOPREPOQVY

KGFYPSDIAV

301 EWESNGQPEN NYKTTPPVLD

CHNVEFSCSVMH

351 EALHNHEYTCOK SLSLSPGK

KRLHCYASWR

EGNFCNERFT

VELFPPEPKD

KEREEQYNST

NSSGTIELVE KGCWLDDEFNC

HLPEAGGPEV TYEPFFTAFT

TIMISRTPEV TCVVVDVSHE

YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY

TLPPCREEMT KNOQVSLWCLV

SDGSEFFLYSK LTVDESRWQO

(SEQ ID NO: 114)

Secventa lider (semnal) si linkerul sunt subliniate. Pentru a promova formarea
heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, mai degraba decéat oricare dintre complecsii
homodimerici posibili, pot fi introduse in domeniul Fc al proteinei de fuziunie doua
substitutii de aminoacizi (inlocuind o serina cu o cisteina si o treonina cu un triptofan),
asa cum este indicat prin sublinierea cu linie dubld de mai sus. Secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 114 poate fi furnizata optional cu lizina (K) indepartata de la capatul

C-terminal.
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O polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc matura este dupa cum urmeaza:
1 CRGEAETREC IYYNANWELE RTNQSGLERC EGEQDKRLHC

YASWRNSSGT

51 IELVEKGCWL DDFNCYDROE CVATEENP(V YFCCCEGNEC
NERFTHLPEA

101  GGPEVTYEPP PTAPTGGGTH TCPPCPAPEL LGGPSVELEP
PKPEDTLMIS

151 RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK FNWYVDGVEY HNAKTKPREE

QYNSTYRVVS

201 VLTVLHQDWL NGKEYKCKVS NEKALPAPTIEK TISKAKGQPR
EPQVYTLPEC

251 REEMTENQVS LWCLVEKGEYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT
PPYLDSDGSE

301 FLYSKLIVDK SRWOQCNVES CSVMHEALHN HYTQORSLSLS PGK

(SEQ ID NO: 115)
O forma complementara a polipeptidei de fuziune ALK4-Fc (SEQ ID NO: 116)
este dupa cum urmeaza si poate fi furnizata optional cu lizina (K) indepartata de la

capatul C-terminal.
1 MDAMKRGLCC VLLLCGAVEYV SPGASGPRGYV QALLCACTSC

LOANYTCETD

51 GACMVSIENL DGMEHHVRTC IPKVELVPAG KPFYCLSSED

LRNTHCCYTD
101 YCNRIDLRVP SGHLKEPEHP SMWGPVETGG GTHTCPPCPA

PELLGGPSVE

151 LFPPEPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVEKFNWYVDG

VEVHNAKTKP

201 REEQYNSTYR VVSVLTVLHQ DWLNGEEYKC KVSNKALPAP
TEKTISKAKG

251  QPREPQVCTL PPSREEMTEKN QVSLSCAVEG FYPSDIAVEW

ESNGOPENNY

301  KTTPPVLDSD GSFFLVSKLT VIDKSRWQQGN VFIC3VMHEA
LHNHYTQESL

351 SLSPGK (SEQ ID NO: 116)

Secventa lider si linkerul sunt subliniate. Pentru a ghida formarea
heterodimerului cu polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc cu SEQ ID NO: 114 si 115 de
mai sus, pot fi introduse patru substitutii de aminoacizi in domeniul Fc al polipeptidei
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de fuziune ALK4, asa cum este indicat prin sublinierea dubld de mai sus. Secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO: 116 poate fi furnizata optional cu lizina (K) indepartata de
la capatul C-terminal.

O secventa de proteine de fuziune ALK4-Fc matura este dupa cum urmeaza si

poate fi furnizata optional cu lizina (K) indepartata de la capatul C-terminal.
1  SCPRGVQALL CACTSCLOAN YTCETDGACHM VSIFNLDGME

HEBVRTCIPEY

51 ELVPAGKPFY CLSSEDLRNT HCCYTDYCNR IDLRVPSGHL

KEPEHPSMWG

101 FPVETGGGTHT CPPCPAFPELL GGPSVFLFFPP KPKDTLMISR
TPEVTCVVVD

151 VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV
LTVLHODWLN

201  GKEYECKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVCTLPPSR

EEMTENQOVSL
251 SCAVKGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSLGSFE

LYSELTVDES

301 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK  (SEQ ID NO:
117)

Proteinele ActRIIB-Fc si ALK4-Fc ale SEQ ID NO: 115 si respectiv SEQ ID NO:
117, pot fi co-exprimate si purificate dintr-o linie de celule CHO, pentru a da nastere
unui complex heteromeric cuprinzand ALK4-Fc:ActRIIB-Fc.

Purificarea diferitilor complecsi ALK4-Fc:ActRIIB-Fc ar putea fi efectuata printr-
o serie de etape de cromatografie pe coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai
multe dintre urmatoarele, in orice ordine: cromatografie cu proteina A, cromatografie
cu Q sefaroza, cromatografie cu fenilsefaroza, cromatografia de excludere
dimensionala si cromatografia cu schimb de cationi. Purificarea ar putea fi terminata
cu o filtrare virala si schimb de tampon.

Intr-o alti abordare pentru a promova formarea de complecsi heteromultimerici
utilizand proteine de fuziune Fc asimetrice, domeniile Fc sunt modificate pentru a se
introduce interactiuni hidrofobe complementare, o legatura de disulfura
intermoleculara suplimentara si diferente electrostatice intre cele doua domenii Fc
pentru a facilita purificarea pe baza sarcinii moleculare nete, asa cum este ilustrat in
secventele polipeptidice ActRIIB-Fc si ALK4-Fc ale SEQ ID NO: 118-121 si respectiv
122-125. Polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc si polipeptida de fuziune ALK4-Fc
utilizeaza fiecare un lider activator plasminogen de tesut (lider (TPA)).

Secventa polipeptidica ActRIIB-Fc (SEQ ID NO: 118) este prezentata mai jos:
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1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
6501
51
701
751
801
851
90l
951

1001
1051

1101

MDAMKRGLCC

VLLLCGAVEY

SPGASGRGEA

GLERCEGEQD
ENPOVYFCCC
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISEA
EWESNGOPEN

KRLHCYASWR
EGNFCNERET
VFLEPPKPKD
KPREEQYNST
KGOPREPOVY
NYKTTPEVLD

EALHNHYTOD SLSLSPG
Secventa lider si linkerul sunt subliniate. Pentru a promova formarea
heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, mai degraba decéat oricare dintre complecsii
homodimerici posibile, pot fi introduse in domeniul Fc al proteinei de fuziune doua
substitutii de aminoacizi (inlocuind o serina cu o cisteina si o treonina cu un triptofan)
asa cum este indicat prin sublinierea dubla de mai sus. Pentru a facilita purificarea
heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, in domeniul Fc al proteinei de fuziune pot fi de
asemenea introduse doua substitutii de aminoacizi (inlocuirea lizinelor cu aminoacizi
acizi), asa cum este indicat prin subliniere dubla de mai sus. Secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO: 118 poate fi furnizata optional cu o lizina adaugata la capatul C-
terminal.
Aceasta proteina de fuziune ActRIIB-Fc este codificata de urmatorul acid
nucleic (SEQ ID NO: 119):

ATGGATGCRA
AGTCTTCGTT
AGTGCATCTA
GGCCTGGAGCT
CTCCTGGCGEC
GGCTAGATGA
GAGAACCCCC
CCCCTTCACT
CACCCCCGAC
CCAGCACCTG
ACCCAAGGAC
TGETGGACGT
GACGGCGTGE
CAACAGCACG
GCGCTGAATGG
GCCCCCATCG
ACAGGTGTAC
TCAGCCTGTG
GAGTGGGAGA
CGTGCTGGAC

ACARGAGCAG
GAGGCTCTGC

T (SEQ ID NO:

NSSGTIELVK
HLPEAGGPEY
TIMISRTPEV
YRYVSVLTVL
TLPPCREEMT
SDGSFFLYSK

(SEQ ID NO:

ETRECTYYNA
KGCWLDDFNC
TYEPPPTAPT
TCVVVDVSHE
HODWLHGKEY
ENQVSLWCLV
LTVDKSRWQQ
118)

TGAAGAGAGG
TCGCCCGGCE
CTACAACGCC
GCTGCGAAGSG
AACAGCTCTG
CTTCARCTGC
AGGTGTACTT
CATTTCCCAG
AGCCCCCACC
AACTCCTGGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA
AGGTGCATAA
TACCGTGTGG
CAAGGAGTAC
AGARARACCAT
ACCCTGCCCC
GTGCCTGGTC
GCAATGGGC

TCCGACGGCT

GTGGCAGCALG
ACAACCACTA

GCTCTGCTGT
CCTCTGGECG
ALCTGGGAGC
CGAGCAGGAL
GCACCATCGA
TACGATAGGC
CTGCTGCTGT
AGGCTGGGES
GGTGGTGGAA
GGGACCGTCA
TCTCCCGGAC
GACCCTGAGS
TGCCAAGACA
TCAGCGTCCT
ARGTGCARACG
CTCCRARGCC
CATGCCGGGA
ARAGGCTTCT
GCCGGAGAAC
CCTTCTICCT

GGGAACGTCT
CACGUAGGAC

GTGCTGCTGC
TEGGGAGGCT
TGGAGCGTAC
AAGCGGCTGEC
GCTCGTGAAG
AGGAGTGTGET
GAAGGCAACT
CCCGGAAGTC
CTCACACATG
GTCTTCCTCY
CCCTGAGGTC
TCAAGTTCAR
ARGCCGCGEG
CRCCGTCCTG
TCTCCAACAR
ARRGGGCAGC
GGAGATGACC
ATCCCAGCGA
ALCTACAAGA
CTATAGCAAG

TCEYCATGCTC
AGCCTCTCCC

NWELERTNQS
YDRQECVATE
GGGTHTCPPC
DPEVKENWYV
KCUKVSNKALP
KGFYPSDIAV
GNVFSCSVMH

TGTGTGGAGC
GAGACACGGG
CAACCAGAGC
ACTGCTACGC
AAGGGCTGCT
GGCCACTGAG
TCTGCARCGA
ACGTACGAGC
CCCACCGTGC
TCCCCCCARR
ACATGCGTGE
CTGGTACGTG
ACGAGCAGTA
CACCAGGACT
AGCCCTCCCA
CCCGAGARCC
GAGARCCAGG
CATCGCCGTG
CCACGCCTCC
CTCACCGTGG

CGTGATGCAT
TGTCTCCGOG
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Polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc matura este dupa cum urmeaza (SEQ ID NO:
120) si poate fi optional prevazuta cu o lizina adaugata la capatul C-terminal.

R S [
SIS, B R
e

i

w
]
fa

GRGEAETREC
IELVKECGCHWL
GGPEVIYEPP
RTPEVTCVVY
VLITVLHQDWL
REEMTENQVS
FLYSKLTVDE

(SEQ ID NO:

IYYNANWEL

DDFNCYDRQOE
PTAPTGGGTH
DVSHEDPEVK
NGEKEYKCEVS
LWCLVKGEYP
SRWQOGNVES

120)

Aceasta polipeptida de
nuclelc (SEQ ID NO: 121):

RTNOSGLERC

VATEENPQV
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEY
NEKALPAPIFK
SDIAVEWESN
CSVMHEATLHN

EGEQDKRLHC
YFCCCEGNFC
LGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GOPENNYKTT
HYTODSLSLS

fuziune ActRIIB-Fc este

YASWRNSS3GT
NERFTHLPEA
PKPEDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPOVYTLPPC
PPVLDSDGSE

PG

codificata de urmatorul acid

1 GGGCGTGEEG AGGCTGAGAC ACGGGAGTGC ATCTACTACA ACGCCAACTG
51 GGAGCTGGAG CGCACCAACC AGAGUGGCCT GGAGCGCTGC GAAGGCGAGC
101 AGGACARAGCG GUTGCACTGC TACGCCTCCT GGUGCAACAG CTCTIGGCACC
151 ATCCAGCTCG TGAAGAAGGGE CTGCTGGCTA GATGRCTTCR ACTGCTACGA
201 TAGGCAGGAG TGTGTGGCCA CTGAGGAGRA CCCCCAGGTS TACTTCTGCT
251 GCTGTGAAGG CAACTTCTGC AACGAGCGCT TCACTCATTT GCCAGAGGCT
301 GGGGGLCCGE AAGTCACGTA CGAGCCACCC CUGACAGCCC CCACCGGTGG
351 TGGARCTCAC ACATGCCCAC CGTGCCCAGC ACCTGAACTC CTGGGGGGAC
401 CGETCAGTCTT CCTCTTCCCC CCARAACCCA AGGACACCCT CATGATCTCC
451 CGGACCCCTG AGGTCACATG CGTGGTGGTG GRCGTGAGCC ACGAAGARACCC
501 TGAGGTCAAG TTCAACTGGT ACGTGGALGG CGTGGAGGTG CATAATGCCA
551  AGACARAGCC GCGGGAGGAG CAGTACAACA GCACGTACCG TGTGGTCAGC
o0l GTCCTCACCG TCCTGCACCA GGACTGGCTG AATGGCAAGG AGTACAAGTG
851 CAAGGTCTCC AACAARGCCC TCCCAGCCCC CATCGAGAAR ACCATCTCCA
701 ARGCCRAARGG GCAGCCCCGA GAACCACUAGG TGTACACCCT GCCCCCATGC
751 CGGGAGGAGA TGRCUGAGAA CCAGGTCAGC CTGTGGTGCC TGGTCAARAGG
801 CTTCTATCCC AGCGACATCG CCGTGGAGTG GGAGAGUAAT GGGUCAGCCGG
851 AGALCRAACTA CAACGRCCACG CCTCCCGTGC TGGACTCCGA CGGCTCCTTC
901 TTCCTCTATA GCAAGCTCAC CGTGGACAAG AGCAGGTGGC AGCAGGGGAA
951 CGTCTICTCA TGCTCCGTGA TGCATGAGGC TCTGCACAAC CACTACACGC
1001  AGGACAGCCT CTCCCTGTCT CCGGGET (SEQ ID NO: 121)

Forma complementara a polipeptidei de fuziune ALK4-Fc (SEQ ID NO: 122)
este dupa cum urmeaza si poate fi furnizata optional cu lizina indepartata de la capatul
C-terminal.



[

51
101
151
201
251
301

MDAMERGLCO

VLLLCGAVEV

SPGASGPRGV

GACMVSTIFNL
YCNRIDLRVP
LEPPRPKLTL
REEQYNSTYR
OPREPQVCETL

KTTPPVLDER

DGMEHHVRTC
SGHLEEPEHP
MISRTPEVTC
VVSYLTVLHD
PPSREEMTEN
GSFFLYSKLT

IPKVELVFAG
SMWGPVETGG G
VVVDVSHEDP
DHLNGKEYKC
OVSLSCAVEG
VDKSRWOQGN

QALLCACTSC
KPEYCLSSED
GTHTCPPCPA
EVKENWYVDG
KVSNKATLPAP
FYPSDIRVEW
VFSCSVMHEA

LOANYTCETD
LRNTHCCYTD
PELLGGPSVE
VEVHNAKTKP
TEKTISKAKG
ESRGOPENNY
LENHYTOKSL
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351 SLSPGK {SEQ ID NO: 122)

Secventa lider si linkerul sunt subliniate. Pentru a ghida formarea
heterodimerului cu polipeptida de fuziune ActRIIB-Fc a SEQ ID NO: 118 si 120 de mai
sus, patru substitutii de aminoacizi (inlocuirea unei tirozine cu o cisteina, unei treonine
cu o serina, unei leucine cu o alanina si unei tirozine cu o valina) pot fi introduse in
domeniul Fc al polipeptidei de fuziune ALK4 asa cum este indicat prin subliniere dubla
de mai sus. Pentru a facilita purificarea heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, doua
substitutii de aminoacizi (inlocuirea unei asparagine cu o arginina si unui aspartat cu o
arginina) pot fi de asemenea introduse in domeniul Fc al polipeptidei de fuziune ALK4-
Fc, asa cum este indicat prin subliniere dubld de mai sus. Secventa de aminoacizi din

SEQ ID NO: 122 poate fi furnizata optional cu lizina indepartata de la capatul C-
terminal.
Aceasta polipeptida de fuziune ALK4-Fc este codificata de urmatorul acid
nuclelc (SEQ ID NO: 123)

ATGGATGCAA TGARAGAG GCTCTGCTGT GTGUTGCTGC TGTGTGGAGC
51  AGTCTTCGETT TCGCCCGGLE CCTCCGGGCC CCGGGGGEGETC CAGGCTCTGC
101 TGTGTGCGTG CACCAGCTGL CTCCAGGCCA ACTACACGTG TGAGACAGAT
151 GGGGCCTGCA TGGTITCCAT TTTCAATCTG GATGGGATGG AGCACCATGT
201  GCGCACCTGC ATCCCCAAAG TGGAGUTGGT CCCTGCCGGG AAGCCCTTCT
251 ACTGCCTGAG CTCGGAGGAC CTGUGCAACA CCCACTGUTG CTARCACTGARC
301 TACTGCAACA GGATCGACTT GAGGGTIGCCC AGTGGTCACC TCAAGGAGCC
5 TGAGCACCCG TCCATCGTGGG GCCCGEIGGA GACCGGETGGET GGAACTCACA
401 CATGCCCACC GTGCCCAGCA CCTGAACTCC TGGGGGGACC GTCAGTCTIC
451 CTCTTCCCCC CAARAACCCAA GCACACCCTC ATGATCTCCC GGACCCCTGA
501 GGTCACATGC GTGGTCCGTIGG ACGTGAGCCA CGAAGACCCT GAGGTCAAGT
551 TCAACTGGTA CGTGGACGGC GTGGAGGTGC ATAATGCCAA GACAAAGCCS
601 CGGGAGGAGT AGTACAACAG CACGTACCGT GIGGTCAGCG TCCTCACCGT
651 CCTGCACCAG GACTGGCTCA ATGGCAAGGA GTACRRGTCC AAGGTCTCCA
701 ACAARGCCCUT CCCAGULCCC ATCGAGAAAA CCATCTCCAA AGCCARAGGS
751 CAGCCCCGAG AACCACAGGT GTGCACCCTG CCCCCATCCC GGGAGGAGAT
801 GACCAAGAAC CAGGTCAGCC TGTCCTGCGC CCTCAAAGGC TTCTATCCCA
851 GCCGACATCGC CGTGGAGTGGE GAGAGCCECG CGCAGCCGGA GAACAACTAC
901 AAGACCACGCC CTCCCCGIGCT GGACTCCCGC GGCTCCTTCT TCCTCGTGAG
951 CAAGCTCACC GTGGACAAGA GCAGGTGGCA GCAGGGGAAC GTCTTCTCAT
1001 GCTCCGTGAT GCATGAGGCT CTGCACAACC ACTACACGCR GAAGAGCCTC
1051 TCCCTGTCTC CGGGTARA (SEQ ID NO: 123)
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Secventa de polipeptida de fuziune ALK4-Fc matura este dupa cum urmeaza
(SEQ ID NO: 124) si poate fi furnizata optional cu lizina indepartata de la capatul C-

terminal.

1 SGPRGVQALL CACTSCLOAN YTCETDGACM VSIFNLDGME HHVRTCIPKV
51 FELVPACKPFY CLSSEDLRNT HCCYTDYCNR IDLRVPSGHL KEPEHPSMWG
101 PVETGGGTHT CFPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVYD
151 VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHODWLIN
201 GKEYKCKYSN KALPAPIEKT [SKAKGQPRE PCVCTLPPSR EEMTKNQVSL
251 BSCAVKGFYPS DIAVEWESRG QPENNYKTTP BVLDSRGSFTF LVSKLTVDKS
301 RWOQOGNVESC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 124)

Aceasta polipeptida de

nuclelc (SEQ ID NO: 125):

fuziune ALK4-Fc este codificata de urmatorul acid

TCCGGGCCCC GGGGLGTCCA GGCTCTGCTG TGTGCGTGCA CCAGCTGCCT
51 CCAGGCCARAC TACACGTGTG AGACAGATGG GGCCTGCATG GTTTCCATTT
101 TCAATCTGGA TGGGATGGAG CACCATGTGC GCACCTGCAT CCCCARAGTG
151 GAGCTGGTCC CTGCCGGGAL GCCCTTCTAC TGCCTGAGCT CGGAGGACCT
201  GCGCARCACT CACTGCTCCT ACACTGACTA CTGCAACAGS ATCGACTTGA
251 GGGTGCCCAG TGGTCACCTC AAGGAGCCTG AGCACCCGTC CATGIGGGGC
301 CCGGTGGAGA CCGGTGGIGG AACTCACACA TGCCCACCGT GCCCAGCALC
351 TGAACTCCTG GGGGGACCGT CAGTCTTCCT CTTCCCCCCA ARACCCAAGG
401 ACACCCTCAT GATCTCCCGG ACCCCTGAGG TCACATGCGT GGTGGTGCAC
451 GTGAGCCACG ARGACCCTGA GGTCAAGTTC AACTGGTACG TGGACGGCGT
501 GGAGGTGCAT AATGCCAAGA CARAGUCGCG GGAGGAGCAG TARACAACAGCA
5531 CGTACCGTGT GGTCAGCGTC CTCACCGTCC TGCACCAGGA CTGGCTGAAT
601  GGCAAGGAGT ACAAGTGCAR GGTCTCCAAC AAAGCCCTCC CAGCCCCCAT
651 CGAGAAAACC ATCTCCARAG CCARAGGGCA GCCCCGAGAZ CCACAGGTGT
701 GCACCCTGCC CCCATCCCGG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG
751 TCCTGCGCCG TCAAAGGCTT CTATCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA
801 GAGCCGCCCG CAGCCGGACA ACAACTACAA CACCACGCCT CCCCGTGCTGE
851 ACTCCCGCGE CTCCTICTTIC CICGTGAGCA AGCTCACCGT GGACAAGARAGC
901 AGGTGGCAGLC AGGGGAACGT CTTCTCATGC TCCGTGATGC ATGAGGCTCT
951 GCACRACCAC TACACGCAGA AGAGCCTCIC CCTGTCTCCG GGTAAR
(SEQ ID NO: 125}

Proteinele ActRIIB-Fc si ALK4-Fc cu SEQ ID NO: 120 si respectiv SEQ ID NO:
124, pot fi co-exprimate si purificate dintr-o linie de celule CHO, pentru a da nastere
unui complex heteromeric care cuprinde ALK4-Fc:ActRIIB- Fc.

Purificarea diferitilor complecsi ALK4-Fc:ActRIIB-Fc ar putea fi realizata printr-
o serie de etape de cromatografie pe coloana, incluzand, de exemplu, trei sau mai
multe dintre urmatoarele, in orice ordine: cromatografie cu proteina A, cromatografie
cu Q sefaroza, cromatografie cu fenilsefaroza, cromatografie de excludere
dimensionala, cromatografie cu schimb de cationi, cromatografie de afinitate pe baza
de epitop (de exemplu, cu un anticorp sau un ligand echivalent functional indreptat
impotriva unui epitop pe ALK4 sau ActRIIB) si cromatografie multimodala (de exemplu,
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cu rasina care contine atat liganzi electrostatici, cat si hidrofobi). Purificarea ar putea fi
terminata cu o filtrare virala si schimb de tampon.
Exemplul 13. Profilul de legare a ligandului a heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-
Fc comparativ cu homodimerul ActRIIB-Fc si homodimerul ALK4-Fc

O analiza de legare bazata pe Biacore™ a fost utilizata pentru a compara
selectivitatea legarii ligandului a complexului heterodimeric ALK4-Fc:ActRIIB-Fc
descris mai sus cu cel al complecsilor homodimerici ActRIIB-Fc si ALK4-Fc.
Heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, homodimerul ActRIIB-Fc si homodimerul ALK4-
Fc au fost capturati independent pe sistem utilizdnd un anticorp anti-Fc. Liganzii au
fost injectati si au fost lasati sa curga peste proteina receptorului capturat. Rezultatele
sunt rezumate in tabelul de mai jos, in care (kd) off-rate ale ligandului cele mai
indicative ale capcanelor eficiente pentru ligand sunt notate prin umbrire gri.

Profilul de legare a ligandului de catre heterodimerul ALK4-Fc :ActRIIB-Fc
comparativ cu homodimerul ActRIIB-Fc si homodimerul ALK4-Fc :ActRIIB-Fc
Homodimer Homodimer Heterodimer
ActRIIB-Fc ALK4-Fc ALK4-Fc:ActRIIB-Fc
Ligand ka kd Kb ka kd Kb ka kd Kb
9 (1/Ms) | (1/s) | (L/pM) | (1/IMs) | (1/s) | (pM) | (1/Ms) | (1/s) | (1/pM)
- 2,3 1,2
Activina | 1,2 x|’ 5,8 x|’ 13 x|1,5x
"7 X 19 e X 20000 | , 7 . | 12
A 10 10 10 1072 10 10
- 1,0
Activina | 5,1 x| . 71 x|4,0x
B 106 10_4 20 Fara legare 106 105 6
6,8
32 x|/ 20 x|55x
BMP6 107 X \ 190 106 103 2700
10
1,4 x L1
BMP9 7 X 77 Tranzitoriu* 3400
10 3
10
2,6
2,3 x|/ 56 x|4,1x
BMP10 107 X . 11 107 103 74
10
14 x 2,2 34 x|1,7x
2,3 1,9
8,3 x|’ 1,3 x|’ 15000 | 3,9 x|2,1x
GDF8 ! 5 X 280 ! 5 X N ’ 5 ’ -4 550
10 10 10 102 | 10 10
1,1 4,8
GDF11 |30 *|x |2 > | x 2ot |35 X 10Xs
104 103
* Nedeterminat din cauza naturii tranzitorii a interactiunii
f Semnal foarte scazut
--- Netestat

Aceste date de legare comparative demonstreaza ca heterodimerul ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc are un profil/selectivitate de legare modificat in raport cu homodimerii
ActRIIB-Fc sau ALK4-Fc. Heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc afiseazéd o legare
imbunatatita la activina B comparativ cu oricare homodimer, pastreaza legarea
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puternica la activina A, GDF8 si GDF11, asa cum s-a observat cu homodimerul
ActRIIB-Fc si prezintd o legare substantial redusa la BMP9, BMP10 si GDF3. in
special, BMP9 prezinta o afinitate scazuta sau neobservabila pentru heterodimerul
ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, in timp ce acest ligand se leaga puternic de homodimerul
ActRIIB-Fc. La fel ca homodimerul ActRIIB-Fc, heterodimerul pastreaza legarea la
nivel intermediar la BMP6. Vezi Figura 19.

In plus, s-a folosit un o analiz& a genei raportoare A-204 pentru a se evalua
efectele heterodimerului ALK4-Fc:ActRIIB-Fc si al homodimerului ActRIIB-Fc:ActRIIB-
Fc asupra semnalizarii prin activina A, activina B, GDF11, GDF8, BMP10 si BMP9.
Linia celulara: Rabdomiosarcom uman (derivat din muschi). Vector raportor: pGL3
(CAGA)12 (asa cum este descris in Dennler si colab, 1998, EMBO 17: 3091-3100).
Motivul CAGA12 este prezent in genele care raspund la TGFf3 (gena PAI-1), deci acest
vector este de uz general pentru factorii de semnalizare prin Smad2 si 3. O analiza cu
gena raportor A-204 exemplara este prezentata mai jos.

Ziua 1: Se impart celulele A-204 intr-o placa cu 48 de godeuri

Ziua 2: Celulele A-204 sunt transfectate cu 10 ug pGL3 (CAGA) 12 sau pGL3 (CAGA)
12 (10 ug) + pRLCMV (1 ug) si Fugene.

Ziua 3: Se adauga factorii (diluati in mediu + 0,1% BSA). Inhibitorii trebuie preincubati
cu factorii timp de aproximativ o ora inainte de a se adauga la celule. Aproximativ sase
ore mai tarziu, celulele sunt clatite cu PBS si apoi lizate.

Urmand pasii de mai sus, s-a efectuat un test de Luciferaza.

In aceastd analizd s-a determinat c& atat heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc,
cat si homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc sunt inhibitori puternici ai activinei A,
activinei B, GDF11 si GDF8. in special, asa cum se poate observa in datele
comparative 1Cso homodimer/heterodimer ilustrate in Figura 19, heterodimerul ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc inhiba caile de semnalizare prin activina A, activina B, GDF8 si GDF11
similar cu homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc. Cu toate acestea, inhibarea de catre
heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc a cailor de semnalizare BMP9 si BMP10 este
semnificativ redusa in comparatie cu homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc. Aceste date
sunt in concordanta cu datele de legare discutate mai sus, din care s-a observat ca
atat heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, cat si homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc
prezinta o legare puternica la activina A, activina B, GDF8 si GDF11, dar BMP10 si
BMP9 au o afinitate redusa semnificativ pentru heterodimerul ALK4-Fc:ActRIIB-Fc
comparativ cu homodimerul ActRIIB-Fc:ActRIIB-Fc.

Tmpreuné, aceste date demonstreaza, prin urmare, ca heterodimerul ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc este un antagonist mai selectiv al activinei A, activinei B, GDF8 si
GDF11 comparativ cu homodimerul ActRIIB-Fc. Tn consecinta, un heterodimer ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc va fi mai util decat un homodimer ActRIIB-Fc in anumite aplicatii in care
un astfel de antagonism selectiv este avantajos. Exemplele includ aplicatii terapeutice
in care este de dorit sa se pastreze antagonismul unuia sau mai multora dintre activina
A, activina B, activina AC, GDF8 si GDF11, dar sa se minimizeze antagonismul unuia
sau mai multora dintre BMP9, BMP10, GDF3 si BMP6.

Exemplul 14: Efectele unei polipeptide ActRIl si a heterodimerului ALK4:ActRIIB
asupra hipertensiunii pulmonare la un model de sobolan monocrotalin

Efectele unei proteine de fuziune ActRIIA-mFc (homodimer ActRIIA-mFc
descris in Exemplul 1), un heterodimer ALK4-Fc-ActRIIB-Fc (descris in Exemplele 12
si 13) si a sildenafilului (un inhibitor de fosfodiesteraza-5 aprobat pentru tratamentul
PAH) au fost examinate intr-un model de hipertensiune arteriala pulmonara (PAH) la
sobolan. in acest model, sobolanii Sprague Dawley au primit o injectie subcutanata de
monocrotalina (MCT) pentru a induce PAH cu 24 de ore inainte de inceperea terapiei.
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Sobolanii au fost separati in diferite grupuri de tratament (10 soareci per grup):
1) tratament cu MCT (60 mg/kg administrat i.p. ca doza unica in ziua 1 de studiu) si
solutie salina tamponata Tris (i.p. ca 1 ml/kg, la fiecare trei zile) (grup de tratament
vehicul), 2) tratament cu o polipeptida ActRIIA-mFc (10 mg/kg administrat (i.p. la
fiecare trei zile) si MCT (60 mg/kg administrat (i.p. ca doza unica in ziua 1 de studiu),
3) tratament cu un heterodimer ALK4-Fc:ActRIIB-Fc (10 mg/kg administrat (i.p. la
fiecare trei zile) si MCT (60 mg/kg administrat (i.p. ca doza unica in ziua 1 a studiului),
4) tratament cu sildenafil (30 mg/kg administrat oral de doua ori pe zi) si MCT (60
mg/kg administrat (i.p. ca doza unica in ziua 1 de studiu) si 5) sobolani martor (solutie
salina tamponata Tris administrata i.p. la 1 ml/kg, la fiecare trei zile). Sobolanii au fost
tratati timp de 28 de zile. Greutatile corporale au fost inregistrate inainte de prima doza
in ziua 1 si apoi saptamanal pe parcursul studiului.

in ziua 28, sobolanii au fost anesteziati printr-o injectie intraperitoneald cu
ketamina/xilazina (80/10 mg/kg). S-a facut o incizie in gat, si a fost izolata o vena
jugulara si ligata anterior. Un cateter de presiune umplut cu fluid a fost introdus in vena
jugulara dreapta pentru a se masura presiunea arterei pulmonare (PAP). O alta incizie
a fost facuta in regiunea inghinald, iar artera femurala a fost izolata si ligata anterior.
Un cateter de presiune Millar a fost introdus intr-o artera femurala pentru a se masura
presiunea arteriala sistolica, presiunea diastolica si ritmul cardiac. Presiunea arteriala
medie si PAP dreapta au fost monitorizate utilizand sistemul de captare a datelor
Notocord HEM (Croissy sur Seine, Franta) v3.5 timp de aproximativ 5-10 minute pana
cand s-au obtinut m&suratori stabile. in timpul masuratorilor, sobolanii au fost mentinuti
la aproximativ 37°C pe un covoras de incalzire si temperatura corpului a fost
monitorizata pe tot parcursul procedurii cu o sonda de temperatura rectala. La
incheierea procedurii, sobolanii au fost eutanasiati, iar inimile si plamanii au fost
indepartati. Intreaga inimé& a fost cantarita. Apoi, atriile au fost indepartate si ventriculul
stang cu sept (LV + S) a fost separat de ventriculul drept (RV). Ventriculele au fost
cantarite separat. Hipertrofia a fost evaluata, partial, prin calcularea RV/LV + S.
Plamanii au fost, de asemenea, cantariti.

In comparatie cu animalele martor, sobolanii tratati cu monocrotalina (grupul de
tratament cu vehicul) s-au observat ca au greutate corporala scazuta, PAP crescut,
hipertrofie cardiaca dreapta si greutate pulmonara crescuta, indicand stabilirea PAH.
Sobolanii tratati cu sildenafil nu au avut nicio imbunatatire a greutatii corporale
comparativ cu sobolanii tratati cu monocrotalind. Cu toate acestea, tratamentul cu
sildenafil a redus cu 30% PAP marit, a scazut hipertrofia cardiaca dreapta cu 18,5% si
a scazut greutatea pulmonara cu 10% comparativ cu sobolanii tratati cu monocrotalina.
Surprinzator, s-a constatat ca atat ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, cat si ActRIIA-mFc au efecte
semnificativ mai mari in tratarea PAH in acest model, comparativ cu sildenafilul. De
exemplu, tratamentul cu ALK4-Fc:ActRIIB-Fc a avut ca rezultat imbunatatirea greutatii
corporale (+ 5,1%), reducerea cu 44,6% a PAP marita scaderea hipertrofiei cardiace
drepte cu 39,6% si scaderea greutatii puimonare cu 19,0%. In timp ce tratamentul cu
ActRIIA-mFc nu a prezentat nicio imbunatatire a greutatii corporale, acesta a avut
efecte semnificative Tn tratarea altor complicatii ale PAH. De exemplu, tratamentul cu
ActRIIA-Fc a avut ca rezultat o reducere cu 68% a PAP marita, scaderea hipertrofiei
cardiace drepte cu 47,1% si scaderea greutatii pulmonare cu 18,4%.

Tendinte similare au fost observate in ceea ce priveste muscularizarea vaselor
pe baza scorului histopatologic. Dupa colorarea probelor de tesut pentru a detecta
aSMA/elastina, 100 de arteriole pulmonare, cu dimensiuni cuprinse intre 10 pm si 50
um, pe animal, au fost clasificate ca fiind nemuscularizate, partial muscularizate sau
complet muscularizate. Arteriolele pulmonare de la sobolanii tratati cu vehicul au fost
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determinate ca fiind 62,3% complet muscularizate, 36,4% partial muscularizate si 1,4%
nemuscularizate. Tratamentul cu sildenafil a avut numai un efect modest asupra
scaderii musculaturii vaselor (de exemplu, arteriolele pulmonare fiind 57,9% complet
muscularizate, 41,6% partial muscularizate si 0,9% nemuscularizate). Tn schimb,
tratamentul cu ActRIIA-mFc a condus la scaderi semnificative ale muscularizarii
vaselor in comparatie cu animalele tratate cu sildenafil (de exemplu, arteriolele
pulmonare fiind 25,8% complet muscularizate, 66,9% partial muscularizate si 7,3%
nemuscularizate comparativ cu animalele tratate cu vehicul). Scorul histopatologic al
hipertrofiei muschilor netezi a arteriolelor pulmonare a fost, de asemenea, inregistrat
dupa cum urmeaza: 0 (normal), 1 (minim), 2 (usor), 3 (moderat) sau 4 (marcat).
Sobolanii tratati cu vehicul au avut o hipertrofie medie a muschilor netezi de moderat
pana la marcat (scor 3,8). Din nou, s-a observat ca tratamentul cu sildenafil are un
efect modest asupra hipertrofiei, cu un scor mediu de 3 (moderat). In timp ce la
animalele tratate cu ActRIIA-mFc s-a observat ca au o reducere semnificativa a
hipertrofiei musculaturii netede (scor mediu de 1,6) comparativ cu animalele tratate cu
vehicul si cu sildenafil. Tn general, tratamentul cu ActRIIA-mFc a redus semnificativ
musculatura si hipertrofia vaselor in acest model de PAH.

impreuna, aceste date demonstreazd ca atat ActRIIA-mFc, cat si ALK4-
Fc:ActRIIB-Fc sunt eficiente pentru ameliorarea diverselor complicatii ale PAH in acest
model indus de monocrotalina. In special, atat ActRIIA-mFc, cat si ALK4-Fc:ActRIIB-
Fc au avut un efect mai mare in reducerea presiunii arteriale, a hipertrofiei cardiace
drepte si a muscularizarii vasculare decat s-a observat pentru sildenafil, care este un
medicament aprobat pentru tratamentul PAH. Mai mult, datele indica faptul ca alti
antagonisti de GDF/BMP, in special cei care au activitati similare cu ActRIIA-mFc si
ALK4-Fc:ActRIIB-Fc, pot fi utili in tratamentul PAH, in special pentru prevenirea sau
reducerea severitatii diferitelor complicatii ale PAH.
Exemplul 15: Efectele unei polipeptide ActRIl si heterodimerului ALK4:ActRIIB
asupra hipertensiunii pulmonare in modelul de hipoxie Sugen la sobolan

Efectele unei proteine de fuziune ActRIIA-mFc (homodimerul ActRIIA-mFc
descris in Exemplul 1 si a sildenafilului (un inhibitor al fosfodiesterazei-5 aprobat pentru
tratamentul PAH) au fost examinate in continuare in modelul de hipoxie Sugen a PAH.
in acest model, sobolanii primesc doze zilnice de semaxanib si sunt plasate intr-un
mediu cu oxigen scazut (aproximativ 13% oxigen) pentru a induce PAH cu 24 de ore
inainte de inceperea terapiei.

Sobolanii au fost separati in diferite grupuri de tratament (10 soareci per grup):
1) tratament cu semaxanib (200 mg/kg administrat s.c. ca doza unica zilnic)/hipoxie Si
solutie salina tamponata Tris (administrata i.p. ca 1 ml/kg, la fiecare trei zile) (grup de
tratament cu vehicul), 2) tratament cu polipeptida ActRIIA-mFc (10 mg/kg administrat
i.p. la fiecare trei zile) si semaxanib (200 mg/kg administrat s.c. ca doza unica
zilnic)/hipoxie, 3) tratament cu sildenafil (30 mg/kg administrat oral de doua ori pe zi)
si semaxanib (200 mg/kg administrat ca doza unica zilnic)/hipoxie si 4) sobolani martor
(solutie salina tamponata Tris administrata i.p. ca 1 ml/kg, la fiecare trei zile). Sobolanii
au fost tratati timp de 28 de zile. Greutatile corporale au fost inregistrate inainte de
prima doza in ziua 1 si apoi saptaméanal pe tot parcursul studiului.

in ziua 28, sobolanii au fost anesteziati cu o injectie intraperitoneald de
ketamina/xilazina (80/10 mg/kg). S-a facut o incizie in gat, si o vena jugulara a fost
izolata si ligata anterior. Un cateter de presiune umplut cu fluid a fost introdus in vena
jugulara dreapta pentru a se masura presiunea arterei pulmonare (PAP). O alta incizie
a fost facuta in regiunea inghinala, iar artera femurala a fost izolata si ligata anterior.
Un cateter de presiune Millar a fost introdus intr-o artera femurala pentru a se masura
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presiunea arteriala sistolica, presiunea diastolica si ritmul cardiac. Presiunea arteriala
medie si PAP dreapta au fost monitorizate utilizadnd sistemul de captare a datelor
Notocord HEM (Croissy sur Seine, Franta) v3.5 timp de aproximativ 5-10 minute pana
cand s-au obtinut masuratori stabile. in timpul masuratorilor, sobolanii au fost mentinuti
la aproximativ 37°C pe un tampon de incalzire si temperatura corpului a fost
monitorizata pe tot parcursul procedurii cu o sonda de temperatura rectala. La
incheierea procedurii, sobolanii au fost eutanasiati, iar inimile si plamanii au fost
indepartati. Intreaga inimé& a fost cantérita. Apoi, atriile au fost indepartate si ventriculul
stang cu sept (LV + S) a fost separat de ventriculul drept (RV). Ventriculele au fost
cantarite separat. Hipertrofia a fost evaluata, partial, prin calcularea RV/LV + S.
Plamanii au fost, de asemenea, cantariti.

Comparativ cu animalele martor, sobolanii tratati cu semaxanib/hipoxie (grupul
de tratament cu vehicul) s-au observat ca au greutatea corporala scazuta, PAP
crescut, hipertrofie cardiaca dreapta si greutate pulmonara crescuta, indicand
stabilirea PAH. Tratamentul cu sildenafil a redus presiunea arteriala pulmonara medie
cu 22,4% si a scazut hipertrofia cardiaca dreapta cu 10% comparativ cu animalele
tratate cu vehicul. Din nou, s-a constatat ca tratamentul cu ActRIIA-mFc are efecte
semnificativ mai mari in tratarea PAH in acest model, comparativ cu sildenafilul. De
exemplu, tratamentul cu ActRIIA-mFc a condus la o reducere a presiunii arteriale
pulmonare medii cu 51,3% si a scazut hipertrofia cardiaca dreapta cu 53,5%
comparativ cu animalele tratate cu vehicul.

Tendinte similare au fost observate in ceea ce priveste muscularizarea vaselor
pe baza scorului histopatologic. Dupa colorarea probelor de tesut pentru a se detecta
aSMA/elastina, 100 de arteriole pulmonare, cu dimensiuni cuprinse intre 10 um si 50
um, pe animal au fost clasificate ca fiind nemuscularizate, partial muscularizate sau
complet muscularizate. S-a stabilit ca arteriolele pulmonare de la sobolanii tratati cu
vehiculul sunt 72,5% complet muscularizate, 27,4% partial muscularizate si 0,1%
nemuscularizate. Tratamentul cu sildenafil a avut numai un efect modest asupra
scaderii muscularizarii vaselor (de exemplu, arteriolele pulmonare fiind 67,4% complet
muscularizate, 31,6% partial muscularizate si 1,0% nemuscularizate) comparativ cu
animalele tratate cu vehiculul. In schimb, tratamentul cu ActRIIA-mFc a condus la
scaderi semnificative ale muscularizarii vaselor in comparatie cu animalele tratate cu
sildenafil (de exemplu, arteriolele pulmonare fiind 29,3% complet muscularizate, 69,3%
partial muscularizate si 1,4% nemuscularizate comparativ cu animalele tratate cu
vehiculul). Scorul histopatologic al hipertrofiei muschilor netezi a arteriolelor pulmonare
a fost, de asemenea, inregistrat dupa cum urmeaza: 0 (normal), 1 (minim), 2 (usor), 3
(moderat) sau 4 (marcat). Sobolanii tratati cu vehicul au avut o hipertrofie medie a
muschilor netezi de la moderat pana la marcat (scor 3,6). Din nou, s-a observat ca
tratamentul cu sildenafil are un efect modest asupra hipertrofiei, cu un scor mediu de
3 (moderat). in timp ce la animalele tratate cu ActRIIA-mFc s-a observat ca au o
reducere semnificativa a hipertrofiei musculaturii netede (scor mediu de 1,4)
comparativ cu animalele tratate cu sildenafil. in general, tratamentul cu ActRIIA-mFc a
redus semnificativ muscularizarea si hipertrofia vaselor in acest model de PAH.

Impreund, aceste date demonstreazd cad ActRIIA-mFc este eficient in
ameliorarea diverselor complicatii ale PAH in modelul de hipoxie Sugen. In special,
ActRIIA-mFc a avut un efect mai mare in reducerea presiunii arteriale, a hipertrofiei
cardiace drepte si a muscularizarii vaselor decéat s-a observat pentru sildenafil, care
este un medicament aprobat pentru tratamentul PAH. In plus, datele indica faptul ca
alti antagonisti de GDF/BMP, in special cei care au activitati similare cu ActRIIA-mFc
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pot fi utili in tratamentul PAH, in special pentru prevenirea sau reducerea severitatii
diferitelor complicatii ale PAH.



