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DESCRIPCION
Receptor de activina novedoso y usos del mismo
Campo técnico de la invenciéon

El campo técnico de la presente invencion se refiere a miembros de la familia del factor b del crecimiento
transformante (TGF-b) y receptores de TGF-b, asi como también a métodos para modular las actividades de los
miembros de la familia de TGF-b para el tratamiento de diversos trastornos.

Antecedentes de la invencion

La familia de proteinas del factor b del crecimiento transformante (TGF-b) incluye los factores b de crecimiento
transformante (TGF-b), activinas, proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), factores del crecimiento nervioso (NGF),
factor neurotroéfico obtenido del cerebro (BDNF) y factores de crecimiento/diferenciacion (GDF). Estos miembros de
la familia estan implicados en la regulacién de una amplia diversidad de procesos bioldgicos incluyendo proliferacion
y diferenciacion celular y otras funciones. Las activinas se descubrieron originalmente como péptidos gonadales
implicados en la regulacion de la sintesis de la hormona foliculo estimulante y ahora se cree que estan implicadas en
la regulaciéon de varias actividades bioldgicas incluyendo el control de seccion y expresion de hormonas de la
pituitaria anterior tales como FSH, GH y ACTH, supervivencia de neuronas, secrecion de oxitocina hipotalamica,
eritroproyesis, esteroidogénesis placentaria y gonadal, desarrollo embrionario temprano y proliferacion de algunos
tipos de tumores. Las activinas A, B y AB son los homodimeros y heterodimeros respectivamente de dos cadenas
polipeptidicas, bA y bB (Vale et al. Nature 321, 776-779 (1986), Ling et al., Nature 321, 779-782 (1986)). Las dos
cadenas b también se pueden dimerizar con una cadena relacionada dando origen a las inhibinas A y B
respectivamente (Mason et al, Nature 318, 659-663 (1986)). Se ha establecido bien que las inhibinas son necesarias
para mantener la funcidn normal en muchos tejidos, particularmente aquellos asociados con funciones
reproductoras. En estos tejidos las inhibinas se oponen a muchas, pero no a todas, las actividades de activina.

El factor de crecimiento/diferenciacion 8 (GDF-8), también denominado miostatina, es un miembro de la familia de
TGF-b expresado en su mayoria en las células de tejido muscular esquelético en desarrollo y adulto. La miostatina
parece jugar un papel esencial (McPherron et al. Nature (Londres) 387, 83-90 (1997)). Las miostatinas
antagonizantes han demostrado aumentar la masa muscular magra en animales (McPherron et al, mencionado
anteriormente, Zimmers et al, Science 296: 1486 (2002)).

Otro miembro de la familia de proteinas de TGF-b es un factor del crecimiento/diferenciacion relacionado, GDF-11.
GDF-11 tiene una identidad de aproximadamente el 90% de la secuencia de aminoacidos de miostatina. GDF-11
tiene un papel en la formacion de patrén axial en animales en desarrollo (Oh et al, Genes Dev 11: 1812-26 (1997)) y
también parece jugar un papel en el desarrollo y crecimiento del musculo esquelético. Sin embargo, el papel
posnatal de GDF-11 no se comprende actualmente.

Una familia de serina/treonina quinasas transmembrana se conoce que actia como receptores de activinas y otros
miembros de la familia de TGF-b. Estos receptores caen en dos subfamilias diferentes conocidas como receptores
de tipo | y tipo Il que actian cooperativamente para unir ligando y transducir sefial (Attisano et al., Mol Cell Biol 16
(3), 1066-1073 (1996)). La mayoria de los ligandos de TGF-b se cree que se unen en primer lugar a un receptor de
tipo 1l y este complejo de ligando/receptor de tipo Il después recluta un receptor de tipo | (Mathews, LS, Endocr Rev
15:310-325 (1994); Massague, Nature Rev: Mol Cell Biol. 1, 169-178 (2000)). La quinasa receptora de tipo Il
después fosforila y activa a la quinasa receptora de tipo I, la cual a su vez fosforila las proteinas Smad. Las activinas
inicialmente se unen a sus receptores de tipo Il ActRIIA para activina A o ActRIIB para activina B. Esto esta seguido
por el reclutamiento, la fosforilacion y la posterior activacion del receptor de tipo I, quinasa 4 similar a activina
(ALK4). A la activacion, la ALK4 se une y después fosforila un subgrupo de proteinas Smad citoplasmaticas (Smad2
y Smad3) que producen la transduccion de sefial para activinas (Derynck, R et al. Cell 95, 737-740 (1998)).

Estudios de entrecruzamiento han determinado que la miostatina es capaz de unirse a los receptores de tipo Il de
activina ActRIIA y ActRIIB in vitro (Lee et al. PNAS EE.UU. 98: 9306-11 (2001)). También existe evidencia de que
GDF-11 se une tanto a ActRIIA como ActRIIB (Oh et al., Genes Dev 16: 2749-54 (2002)).

Las proteinas de TGF-b se conoce que estan asociadas con una diversidad de patologias y la antagonizaciéon de
estas proteinas puede ser Util como un tratamiento terapéutico para las patologias. En particular la antagonizacién
de varias proteinas de TGF-b simultineamente puede ser particularmente eficaz para tratar determinadas
enfermedades. La presente invenciéon proporciona una composiciéon novedosa de materia y métodos de uso de la
composicion de materia como un tratamiento para trastornos relacionados con musculo y otros trastornos.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una proteina que comprende polipéptidos de receptor 1IB5 de activina humana
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(denominado ActRIIB5) como se expone en la reivindicacion 5. En una realizacién, la proteina comprende
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 2. En otra realizacién la proteina
comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
aproximadamente el 80% o mayor con SEC ID N°: 2, en el que el polipéptido es que capaz de unirse a miostatina,
activina A, o GDF-11. En oftra realizacion, la proteina comprende un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos aproximadamente el 80% o mayor con SEC ID N° 2, en el que el
extremo C del polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 3 y en el que el
polipéptido es capaz de unirse a miostatina, activina A o GDF-11. En otra realizacién la proteina comprende un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos aproximadamente el 80% o mas
con SEC ID N° 2, en el que el extremo C del polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de
aproximadamente al menos el 80% o mas con SEC ID N°% 3 y en el que el polipéptido es capaz de unirse a
miostatina, activina A o GDF-11. En una realizacion, el polipéptido carece de una secuencia sefial de ActRIIB5. En
otra realizacién, la proteina comprende un polipéptido codificado por el polinucleétido que tiene la secuencia
expuesta en SEC ID N°: 1.

En otra realizacion, la proteina de la presente invencion comprende polipéptidos de ActRIIB5 fusionados a uno o
mas polipéptidos heterdlogos. En una realizacion, los polipéptidos de ActRIIB5 fusionados carecen de una secuencia
sefial. En una realizacion los polipéptidos de ActRIIB5 estan fusionados a los polipéptidos heterdlogos a través de
una o mas secuencias enlazadoras. En otra realizacion los polipéptidos heter6logos comprenden un dominio Fc. En
otra realizacion, el dominio Fc estd conectado a los polipéptidos de ActRIIB5 por al menos una secuencia
enlazadora. En otra realizacion los polipéptidos de ActRIIBS estan unidos a una molécula transportadora no proteica
tal como una molécula de PEG.

En otro aspecto la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico aislado que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de ActRIIB5 como se expone en las reivindicaciones. En una realizacién, la
molécula de acido nucleico comprende (a) un polinucleétido que tiene la secuencia de acido nucleico expuesta en
SEC ID N°: 1 o su complemento. En otra realizacién, la molécula de acido nucleico comprende (b) un polinucleétido
que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N° 2 o su
complemento. En otra realizacion, la molécula de acido nucleico comprende (c) un polinucleétido que se hibrida a (a)
o (b) en condiciones de al menos rigurosidad moderada en formamida a aproximadamente el 50%, SSC 6X a
aproximadamente 42°C y condiciones de lavado de aproximadamente 60°C, SSC 0,5X, SDS al 0,1% y en el que el
polipéptido codificado comprende un extremo C que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 3
y en el que el polipéptido es capaz de unirse a miostatina, activina A o GDF-11. En otra realizacién, la molécula de
acido nucleico comprende el polinucleétido de (c) en el que el extremo C del polipéptido codificado tiene una
secuencia de aminoacidos de una identidad de al menos aproximadamente el 80% o mas con SEC ID N°: 3y en el
que el polipéptido es capaz de unirse a miostatina, activina A o GDF-11. En otra realizaciéon, la molécula de acido
nucleico comprende el polinucleétido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 80% o mas con SEC
ID N°: 1.

En otra realizacion, la molécula de acido nucleico de la presente invencion comprende ademas polinucleétidos que
codifican al menos una proteina heteréloga en fase con los polinucleétidos que codifican un polipéptido de ActRIIB5.
En una realizacion, la molécula de acido nucleico comprende polinucleétidos que codifican secuencias peptidicas
enlazadoras que unen al polipéptido ActRIIB5 a al menos una proteina heterdloga. En otra realizacion la proteina
heterdloga es un polipéptido de Fc. La presente invencion proporciona ademas un vector que comprende las
moléculas de acido nucleico expuestas anteriormente, asi como también una célula hospedadora modificada por
ingenieria genética para expresar las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente y métodos para producir
la proteina de ActRIIBS.

La presente invencion proporciona ademas una composicion que contiene la proteina de la presente invencion. En
una realizacién, la composicién es una composicion farmacéutica que contiene la proteina en mezcla con un
transportador farmacéuticamente aceptable.

Las moléculas y composiciones de la invenciéon se pueden usar para inhibir la actividad de las proteinas de TGF-b
miostatina, activina o GDF-11 in vitro e in vivo poniendo en contacto las proteinas con un polipéptido de ActRIIB5.
Las moléculas y composiciones se pueden usar para aumentar la masa muscular magra y la fuerza y para aumentar
la proporcion de musculo magro a grasa en un sujeto que lo necesita mediante la administracién de una cantidad
eficaz de la composicién que contiene proteinas de ActRIIB5 al sujeto. En una realizacion de este método, el sujeto
es un animal para alimento.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona las composiciones terapéuticas para tratar o prevenir una
enfermedad de pérdida de musculo en un sujeto que sufre de un trastorno de este tipo administrando una
composicion terapéutica que contiene una proteina de ActRIIB5 al sujeto. La enfermedad de pérdida de musculo
incluye o se produce como resultado, aunque no se limita a, las siguientes afecciones: distrofia muscular, esclerosis
lateral amiotréfica, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, insuficiencia cardiaca crénica, caquexia por cancer,
caquexia quimica, VIH/SIDA, insuficiencia renal, uremia, artritis reumatoide, sarcopenia relacionada con la edad,
atrofia de 6rganos, sindrome del tanel del carpo, privacién de andrégeno y pérdida de musculo debida a inactividad
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tal como reposo en cama prolongado, lesion de médula espinal, apoplejia, fractura 6sea, envejecimiento. La pérdida
de musculo también se puede producir como resultado de acontecimientos tales como ingravidez a partir de vuelo
espacial, resistencia a la insulina, pérdida de musculo debido a quemaduras, privacion de andrégeno y otros
trastornos. En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una composiciéon para tratar una enfermedad
correlacionada con la expresion de activina A. En una realizacion, la enfermedad es cancer. En otro aspecto, la
presente invencion proporciona una composicion para tratar un trastorno metabdlico que comprende administrar una
composicion terapéutica a un sujeto que necesita tal tratamiento, en el que el trastorno metabdlico se selecciona
entre diabetes, obesidad, tolerancia a la glucosa alterada, hiperglucemia, privacion de andrégeno, sindrome
metabdlico y pérdida 6sea. En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion para terapia génica
que comprende administrar un vector que codifica las proteinas de ActRIIB5 de la presente invencidon a un sujeto
que lo necesita, en el que el vector es capaz de expresar el polipéptido de ActRIIB5 en el sujeto.

La presente invencion ademas proporciona un método para detectar y cuantificar las proteinas de TGF-b miostatina,
GDF-11 o activina A poniendo en contacto estas proteinas con un polipéptido de ActRIIB5S y detectando el
polipéptido.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los resultados de la determinaciéon mediante ensayo Biacored de CEso para ActRIIB5/Fc en
comparacion con ActRIIB-ECD/Fc.

La Figura 2 muestra el aumento en peso corporal a lo largo del tiempo en ratones C57BI/6 a los que se ha
inyectado AAV-activina A, AAV-promiostatina/Fc, AAV- ActRIIB5/Fc, AAV- ActRIIB-ECD/Fc y control de vector
AAV vacio.

La Figura 3 muestra el porcentaje de cambio de peso corporal en comparaciéon con el control siete semanas
después de la infeccion viral en ratones C57B1/6 a los que se ha inyectado vector de AAV-activina A, AAV-
ActRIIB5/Fc, AAV-ActRIIB-ECD/Fc y AAV-promiostatina/Fc.

La Figura 4A muestra una reduccién en el peso corporal a lo largo de tiempo para ratones obesos Ay a los que
se ha inyectado AAV-ActRIIB5/Fc en comparacion con un grupo de control de ratones obesos Ay a los que se
ha inyectado vectores vacios de AAV a lo largo de un periodo de aproximadamente tres meses. La Figura 4B
muestra una reduccion en la ingesta de alimentos semanal para el mismo grupo de ratones AAV- ActRIIBS en
comparacioén con el grupo de control a lo largo del mismo periodo de tiempo.

La Figura 5A muestra el cambio en la masa corporal magra a lo largo del tiempo para ratones obesos Ay a los
que se ha inyectado AAV-ActRIIB5/Fc en comparaciéon con un grupo de control de ratones obesos Ay a los que
se ha inyectado vector vacio de AAV a lo largo de un periodo de aproximadamente tres meses. La Figura 5B
muestra una reduccién grande de masa grasa para los ratones AAV-ActRIIB5/Fc en comparacién con un grupo
de control de ratones de AAV vacio a lo largo del mismo periodo de tiempo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un receptor de activina humana novedoso denominado de receptor de activina
IIB5 (ActRIIB5). Este receptor se caracteriza por su capacidad de unirse a tres proteinas de TGF-b, miostatina (GDF-
8), activina A y GDF-11 y de inhibir las actividades de estas proteinas.

Como se usa en el presente documento la expresion “miembros de la familia de TGF-b” o “proteinas de TGF-b” se
refiere a los factores del crecimiento relacionados estructuralmente de la familia del factor del crecimiento
transformante incluyendo activinas y proteinas de factor de crecimiento y diferenciaciéon (GDF) (Kinglsey et al. Genes
Dev. 8: 133-146 (1994), McPherron et al. Growth factors and cytokines in health and disease Vol 1 B, D. LeRoith y
C.Bondy. ed., JAI Press Inc., Greenwich, Conn, EE.UU.: pags. 357-393). GDF-8, también denominado miostatina, se
conoce que es un regulador negativo del tejido de musculo esquelético (McPherron et al. PNAS EE.UU. 94: 12457-
12461 (1997)). La miostatina se sintetiza como un complejo de preproteina inactiva de aproximadamente 375
aminoacidos de longitud, que tiene el N° de Acceso de GenBank: AAB86694 para seres humanos. La proteina
precursora se activa mediante la escision proteoldtica en un sitio de procesamiento tetrabasico para producir un
prodominio inactivo N-terminal y una proteina C terminal de aproximadamente 109 aminoacidos que dimeriza para
formar un homodimero de aproximadamente 25 kDa. Este homodimero es la proteina madura y biolégicamente
activa (Zimmers et al., Science 296,1486 (2002)). Como se usa en el presente documento, el término “prodominio” o
“propéptido” se refiere a la proteina N terminal inactiva que se escinde para liberar la proteina C terminal activa.
Como se usa en el presente documento el término “miostatina” o “miostatina madura” se refiere al polipéptido C
terminal maduro y biolégicamente activo, en forma de mondmero, dimero u otra forma, asi como también fragmentos
o polipéptidos relacionados bioldgicamente activos incluyendo variantes alélicas, variantes de corte y empalme y
péptidos de fusion y polipéptidos. Se ha informado que la miostatina madura tiene una identidad de secuencia del
100% entre muchas especies incluyendo seres humanos, ratén, pollo, porcinos, pavo y rata (Lee et al., PNAS 98,
9306 (2001)). Como se usa en el presente documento GDF-11 se refiere a la proteina de BMP que tiene el nimero
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de acceso SwissPro 095390, asi como también variantes y homdlogos de especie de esa proteina. GDF-11 tiene
una identidad de aproximadamente el 90% con miostatina a nivel de aminoacido. GDF-11 esta implicada en la
regulacion de la formacion de patron anterior/posterior del esqueleto axial (McPherron et al., Natr Genet 22 (93):
260-264 (1999); Gamer et al, Dev. Biol. 208 (1), 222-232 (1999)) pero se desconocen las funciones posnatales. La
activina A es el homodimero de las cadenas polipeptidicas BA. Como se usa en el presente documento el término
“activina A” se refiere a la proteina activina de que tiene el N° de Acceso de GenBank: NM_002192, asi como
también variantes y homélogos de especie de esa proteina.

Receptores de activina

Como se usa en el presente documento, el término “receptor B de tipo Il de activina” (ActRIIB) se refiere al receptor
de activina precursor humano que tiene el numero de acceso NP_001097 para proteina o cualquier variante u
homélogo de este receptor. Las secuencias polinucleotidicas y de aminoacidos del precursor de ActRIIB humano se
exponen en SEC ID N°: 4 y 5 respectivamente. En SEC ID N°: 6 se expone una variacién de ActRIIB, en la que la
arginina en la posicion 64 se ha reemplazado con alanina. SEC ID N°: 5 se denomina la forma Ry SEC ID N°: 6 se
denomina la forma A. El dominio extracelular de ActRIIB (ActRIIB-ECD) se representa por los aminoacidos 1 a 124
de SEC ID N° 5y 6. Las isoformas murinas adicionales de este receptor se han identificado como muActRIIB1,
muActRIIB2, muActRIIB3 y muActRIIB4.

La presente invencion proporciona un receptor de activina humano novedoso denominado receptor de activina 11B5
(ActRIIB5). Este receptor se caracteriza por la secuencia C terminal expuesta en SEC ID N°: 3. EIl ADNc de este
receptor se aisldo y se ha descrito en el Ejemplo 1 y se observd que faltaban las 152 bases nucleotidicas
correspondientes al exon 4. Este receptor se caracteriza ademas como que carece de la region transmembrana
codificada por el exon 4 del ActRIIB. Este receptor se caracteriza ademas por ser un receptor soluble y secretado en
lugar de un receptor unido a membrana. El receptor se caracteriza ademas por tener la capacidad de unirse e inhibir
la actividad de uno cualquiera de activina A, miostatina o GDF-11.

La presente invencidn proporciona proteinas aisladas que comprenden polipéptidos de receptor de ActRIIB5. Como
se usa en el presente documento el término “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico purificada en algun
grado a partir de material endégeno. En una realizacion, la proteina comprende polipéptidos de ActRIIB5 que tienen
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N° 2 y variantes y derivados de este polipéptido, que conservan
la actividad del polipéptido de SEC ID N°: 2, como se ha indicado. En una realizacién, la proteina comprende un
polipéptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 80%, una identidad de al menos
aproximadamente el 85%, identidad de al menos aproximadamente el 90%, identidad de al menos aproximadamente
el 95%, identidad de al menos aproximadamente el 98% o identidad de al menos aproximadamente el 97% con la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 2, en la que el polipéptido conserva la actividad del polipéptido
de SEC ID N°: 2. En otra realizacion, la proteina comprende los polipéptidos de ActRIIB5 descritos anteriormente en
el que el polipéptido tiene un extremo C que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 3y en
el que el polipéptido conserva la actividad del polipéptido de SEC ID N° 2. En otra realizacién, la proteina
comprende los polipéptidos de ActRIIB5 descritos anteriormente en los que el extremo C tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al
menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 98% o al
menos aproximadamente el 99% con SEC ID N°: 3, en el que el polipéptido conserva la actividad del polipéptido de
SEC ID N°: 2. En una realizacion, el polipéptido de ActRIIB5 carece de una secuencia sefial de SEC ID N°: 2, por
ejemplo, los aminoacidos 1 a 17 de SEC ID N°: 2.

Como se usa en el presente documento el término “variante” se refiere a un polipéptido que tiene uno o mas
aminoacidos insertados, suprimidos o sustituidos en la secuencia de aminoacidos original, pero que tiene una
secuencia que permanece sustancialmente similar a SEC ID N°: 2 y que conserva las actividades de los polipéptidos
de ActRIIB5 de SEC ID N° 2. Como se usa en el presente documento los fragmentos de los polipéptidos que
conservan la actividad de los polipéptidos estan incluidos en el término “variantes”. Para los fines de la presente
invencion, “sustancialmente similar” es al menos aproximadamente el 80% idéntico a la secuencia de aminoacidos,
al menos aproximadamente el 85% idéntico, al menos aproximadamente el 90% idéntico, al menos
aproximadamente el 95% idéntico, al menos aproximadamente el 98% idéntico, al menos aproximadamente el 99%
idéntico a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N° 2 y conserva las actividades bioldgicas del
polipéptido de SEC ID N° 2. Las sustituciones de aminoacidos que son sustituciones conservativas es poco
probable que influyan sobre la actividad biolégica y se consideran idénticos para los fines de la presente invencién e
incluyen las siguientes: Ala por Ser, Val por He, Asp por Glu, Thr por Ser, Ala por Gly, Ala por Thr, Ser por Asn, Ala
por Val, Ser por Gly, Tyr por Phe, Ala por Pro, Lys por Arg, Asp por Asn, Leu por He, Leu por Val, Ala por Glu, Asp
por Gly y a la inversa. (Véase, por ejemplo, Neurath et al., The Proteins, Academic Press, New York (1979)). Se
puede encontrar informacion adicional relacionada con los intercambios de aminoacidos fenotipicamente silentes en
Bowie et al., 1999, Science 247: 1306-1310. Las sustituciones se aminoacidos también incluyen sustituciones en
SEC ID N°: 2 de aminoacidos de origen no natural, D-aminoacidos, aminoacidos alterados o peptidomiméticos. Las
sustituciones de aminoacidos también incluyen sustituciones de aminoacidos no conservativas, tales como
hidréfobos neutros por polar neutro, acido por basico y otras clases de sustituciones, siempre y cuando los
polipéptidos sustituidos conserven las actividades de los polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2385581 T3

SEC ID N° 2. Las variantes incluyen ademas modificaciones a los extremos C y N que surgen a partir del
procesamiento debido a la expresién en diversos tipos celulares tales como células de mamifero, E. coli, levaduras y
otras células hospedadoras recombinantes. Las variantes incluyen ademas fragmentos polipeptidicos y polipéptidos
que comprenden sitio o sitios de N-glicosilacion inactivados, sitio o sitios de procesamiento o proteasa inactivados o
sustitucion o sustituciones de aminoacidos conservativas, de la secuencia polipeptidica expuesta en SEC ID N°: 2.

La identidad y similitud de péptidos y polipéptidos relacionados se puede calcular facilmente mediante métodos
conocidos. Tales métodos incluyen, pero sin limitacion, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A.
M., ed., Oxford University Press, New York (1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W.,
ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M. y Giriffin, H. G.,
eds. Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press
(1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991); y Carillo
et al., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos para determinar el grado de relacién o el porcentaje de
identidad de dos polipéptidos se disefian para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias ensayadas.
Los métodos informaticos preferidos para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, pero sin limitacion,
el paquete de programa GCG, incluyendo GAP (Devereux et al, Nucl. Acid. Res., 12: 387 (1984); Genetics
Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol,
215: 403-410 (1990)). El programa BLASTX esta disponible al publico en el Centro Nacional para Informacion de
Biotecnologia (NCBI) y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul et al NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul et
al., mencionados anteriormente (1990)). También se puede usar el algoritmo bien conocido de Smith Waterman para
determinar identidad.

Como se usa en el presente documento el término “derivado” de los polipéptidos de ActRIIB5 se refiere a la unién de
al menos un resto quimico adicional o al menos un polipéptido adicional para formar conjugados covalentes o
agregados tales como grupos glicosilo, lipidos, grupos acetilo o proteinas de fusién C terminal o N terminal,
conjugacién a moléculas de PEG y otras modificaciones que se describen mas completamente mas adelante.

Como se usa en el presente documento, la expresion una “actividad de polipéptido de ActRIIB5” o “una actividad
biolégica de polipéptido de ActRIIB5” se refiere a una o mas actividades in vitro o in vivo de los polipéptidos de
ActRIIB5 incluyendo pero sin limitacion aquellas demostradas en los Ejemplos mas adelante. Las actividades de los
polipéptidos de ActRIIB5 incluyen, pero sin limitacion, la capacidad de unirse a miostatina o activina A o GDF-11, la
capacidad de reducir o neutralizar una actividad de miostatina o activina A o GDF-11. Por ejemplo, el ensayo basado
en células C2C12 pMARE descrito en el Ejemplo 3 mas adelante mide la actividad de neutralizacion de activina A, la
actividad de neutralizacién de miostatina y la actividad de neutralizacion de GDP-11. Las actividades in vivo incluyen
pero sin limitacién el aumento del peso corporal, el aumento de la masa muscular magra y la reduccién de la masa
grasa segun se demuestra en modelos animales mas adelante. Las actividades bioldgicas incluyen ademas la
reduccion o prevencion de caquexia causada por ciertos tipos de tumores y la prevencién de metastasis de ciertas
células tumorales. Mas adelante se proporciona analisis adicional de las actividades del polipéptido de ActRIIB5.

Las proteinas de la presente invencién comprenden ademas proteinas heterdlogas unidas al polipéptido de ActRIIBS
directamente o a través de una secuencia enlazadora para formar una proteina de fusién. Como se usa en el
presente documento el término “proteina de fusidon” se refiere a una proteina que tiene un polipéptido heterélogo
unido a través de técnicas de ADN recombinante. Las proteinas heterdlogas incluyen pero sin limitacién polipéptidos
de Fc, etiquetas his y dominios de cremallera de leucina para promover la oligomerizacion y estabilizacién de los
polipéptidos de ActRIIB5 como se ha descrito en, por ejemplo, el documento WO 00/29581. Como se usa en el
presente documento el término “Fc” o “polipéptido de Fc” se refiere a polipéptidos que contienen el dominio Fc de un
anticuerpo. El “dominio Fc” se refiere a la parte del anticuerpo que es responsable de la unién a receptores de
anticuerpos en las células. Un dominio Fc puede contener uno, dos o todos los siguientes: el dominio pesado
constante 1 (Cu1), el dominio pesado constante 2 (Cx2), el dominio pesado constante 3 (Cx3) y la region de bisagra.
El domino Fc de la IgG1 humana, por ejemplo, contiene el dominio Cy2 y el dominio Cn3 y la regiéon de bisagra, pero
no el dominio Cux1. Las formas truncadas de tales polipéptidos que contienen la regién de bisagra que promueve la
dimerizacién también estan incluidas. Véase, por ejemplo, C. A. Hasemann y J. Donald Capra, Immunoglobins:
Structure and Function, in William E. Paul, ed. Un Fc es un Fc completamente humano que se puede originar a partir
de cualquiera de las inmunoglobulinas, tales como IgG1 e IgG2. Sin embargo, las moléculas de Fc que son
parcialmente humanas o que se originan a partir de especies no humanas también se incluyen en el presente
documento. Las moléculas de Fc pueden estar formadas por polipéptidos monoméricos que se pueden enlazar en
formas diméricas o multiméricas mediante asociacion covalente (es decir, puentes de disulfuro) y no covalentes. El
nimero de puentes de disulfuro intermoleculares entre las subunidades monoméricas de moléculas de Fc nativas
varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG, IgA, IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgA1,
IgGA2). El término “Fc” como se usa en el presente documento se usa para referirse a las formas monoméricas,
diméricas y multiméricas. Como se usa en el presente documento, el término “variante de Fc” se refiere a una forma
modificada de una secuencia de Fc nativa. Las variantes de Fc se pueden construir por ejemplo, sustituyendo o
suprimiendo restos, insertando restos o truncando partes que contienen el sitio. Los restos insertados o sustituidos
también pueden ser aminoéacidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoacidos.

Las proteinas de la presente invencion pueden opcionalmente comprender ademas un grupo “enlazador”. Los
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enlazadores sirven principalmente como un separador entre un polipéptido y una segunda proteina heteréloga u otro
tipo de fusién o entre dos o mas polipéptidos de ActRIIB5. En una realizacion, el enlazador esta hecho de
aminoacidos unidos entre si mediante enlace peptidico, preferentemente de 1 a 20 aminoacidos enlazados por
enlaces peptidicos, en el que los amino&cidos se seleccionan entre los 20 originales de origen natural. Uno o mas de
estos aminoacidos puede estar glicosilado, como se comprende por un experto en la materia. En una realizacion, el
1 a 20 aminoacidos se seleccionan entre glicina, alanina, prolina, asparagina, glutamina y lisina. Preferentemente,
un enlazador esta hecho de una mayoria de aminoacidos que no tienen impedimento estérico, tales como glicina y
alanina. Los enlazadores ilustrativos son poliglicina (particularmente (Gly)s, (Gly)s, poli(Gly-Ala) y polialaninas.

Los enlazadores de la presente invencién también son enlazadores no peptidicos. Por ejemplo, se pueden usar los
enlazadores de alquilo tales como -NH-(CH) s-C(O)-, en el que s = 2-20. Estos enlazadores de alquilo se pueden
sustituir adicionalmente por cualquier grupo de impedimento no estérico tal como alquilo inferior (por ejemplo, C+-
Cs), acilo inferior, halégeno (por ejemplo, CI, Br), CN, NHy, fenilo, etc.

Las proteinas de la presente invencion también se pueden unir a una molécula no proteica con el fin de conferir
propiedades deseadas tales como reducir la degradacién y/o aumentar la semivida, reducir la toxicidad, reducir la
inmunogenicidad y/o aumentar la actividad biolégica de los polipéptidos de ActRIIB. Las moléculas ilustrativas
incluyen pero sin limitacion polimeros lineales tales como polietilenglicol (PEG), polilisina, un dextrano; un lipido; un
grupo de colesterol (tal como un esteroide); un carbohidrato o una molécula de oligosacarido.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona moléculas de &acido nucleico aisladas que comprenden
polinucledtidos que codifican los polipéptidos de ActRIIB5 de la presente invencion. Como se usa en el presente
documento el término “aislado” se refiere a moléculas de acido nucleico purificadas hasta algun grado a partir de
material endégeno. En una realizacion, la molécula de acido nucleico de la presente invencién comprende un
polinucleétido que codifica SEC ID N°: 2. Debido a la degeneracion del cédigo genético, en el que mas de un coddn
puede codificar el mismo aminoacido, una secuencia de ADN puede variar de la mostrada en la SEC ID N° 1y aun
codificar un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacido de SEC ID N°: 2. Tales secuencias de ADN variantes
pueden producirse como resultado de mutaciones silentes que se producen durante la produccion o pueden ser el
producto de mutagénesis deliberada de SEC ID N°: 2. En otra realizacion la molécula de acido nucleico comprende
un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 80% con SEC
ID N° 2, una identidad de al menos aproximadamente el 90% con SEC ID N° 2, una identidad de al menos
aproximadamente el 95% con SEC ID N°: 2, una identidad de al menos aproximadamente el 99% con SEC ID N°: 2.

El porcentaje de identidad se puede determinar mediante inspeccion visual y calculos matematicos. Como
alternativa, el porcentaje de identidad de dos secuencias de acido nucleico se puede determinar comparando la
informacién de secuencia usando el programa informatico GAP, versién 6.0 descrito por (Devereux et al., Nucl. Acids
Res., 12: 387 (1984)) disponible en University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). Los parametros
por defecto preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacién (que contiene un valor de 1
para identidades y 0 para no identidades) para nucleétidos y la matriz de comparaciéon ponderada de (Gribskov y
Burgess, Nucl. Acids Res., 14: 6745 (1986)), como se describe por (Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein
Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pags. 353-358 (1979)); (2) una penalizacion de
3.0 por cada hueco y una penalizacién de 0.10 adicional por cada simbolo en cada hueco; y (3) no penalizacion para
huecos finales. También se pueden usar otros programas usados por un experto en la materia de comparacion de
secuencias.

En otra realizacion la molécula de acido nucleico de la presente invencion comprende un polinucleétido que tiene la
secuencia polinucleotidica expuesta en SEC ID N° 1 o la cadena complementaria de SEC ID N° 1. En otra
realizacion, la presente invencion proporciona moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas
o moderadas con las regiones codificantes de polipéptido de SEC ID N° 1, en el que el polipéptido codificado
comprende una secuencia de aminoacidos C terminal como se expone en SEC ID N°: 3 y en el que el polipéptido
codificado mantiene una actividad de los polipéptidos de ActRIIB5.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones
rigurosas 0 moderadas con las regiones codificantes de polipéptido de SEC ID N° 1, en el que el polipéptido
codificado comprende una secuencia de aminoacidos C terminal que tiene una identidad de al menos
aproximadamente el 80%, una identidad de al menos aproximadamente el 85%, una identidad de al menos
aproximadamente el 90%, una identidad de al menos aproximadamente el 95%, una identidad de al menos
aproximadamente el 98%, una identidad de al menos aproximadamente el 99% con la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEC ID N°: 3 y en el que el polipéptido codificado tiene al menos una actividad de los polipéptidos de
ActRIIB5.

Como se usa en el presente documento, las condiciones de rigurosidad moderadas se pueden determinar faciimente
por los expertos en la materia en base a, por ejemplo, la longitud del ADN. Las condiciones basicas se exponen por
(Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1, pags. 1.101-104, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, (1989)) e incluyen uso de una solucion de prelavado para los filtros de nitrocelulosa SSC 5X, SDS
al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridaciéon de aproximadamente el 50% de formamida, SSC 6X a
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aproximadamente 42 °C (u otra solucién de hibridacién similar, tal como soluciéon de Stark en aproximadamente el
50% de formamida a aproximadamente 42 °C) y condiciones de lavado de aproximadamente 60 °C, SSC 0,5 X, SDS
al 0,1 %. Las condiciones de rigurosidad elevada también se pueden determinar facilmente por el experto en la
materia en base a, por ejemplo, la longitud del ADN. En general, tales condiciones definidas como “condiciones
altamente rigurosas” para hibridacién y lavado son cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M a 65-68 °C o
cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M y formamida al 50% a 42 °C. Otras condiciones incluyen
hibridacién y lavado a aproximadamente 68 °C, SSC 0,2X, SDS al 0,1%. El experto reconocera que la temperatura y
la concentracién de sal de la solucion de lavado se pueden ajustar segun sea necesario de acuerdo con los factores
tales como la longitud de la secuencia. Véase Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, 1989); Anderson et al., Nucleic Acid Hybridization: A Practical
Approach, Ch. 4 (IRL Press Limited).

Las moléculas de acido nucleico de la invencién incluyen ADN en forma tanto de cadena unica como de doble
cadena, asi como también el complemento de ARN del mismo. El ADN incluye, por ejemplo, ADNc, ADN gendémico,
ADN sintético, ADN amplificado por PCR y combinaciones de los mismos. EI ADN gendémico se puede aislar
mediante técnicas convencionales, tales como mediante el uso del ADNc de SEC ID N°: 1 o un fragmento adecuado
del mismo, como una sonda. EI ADN gendmico que codifica polipéptidos de ActRIIB5 se obtiene a partir de
bibliotecas genémicas que estan disponibles para varias especies. EI ADN sintético esta disponible a partir de
sintesis quimica de fragmentos oligonucleotidicos solapantes seguido por ensamblaje de los fragmentos para
reconstituir parte o todas las regiones codificantes y secuencias flanqueantes. EI ARN se puede obtener a partir de
vectores de expresion procariotas que dirigen sintesis de alto nivel de ARNm, tales como vectores que usan
promotores T7 y ARN polimerasa. El ADNc se obtiene a partir de bibliotecas preparadas a partir de ARNm aislado a
partir de diversos tejidos que expresan ActRIIB5. Las moléculas de ADN de la invencién incluyen genes de longitud
completa asi como también polinucledtidos y fragmentos de los mismos. El gen de longitud completa también puede
incluir secuencias que codifican la secuencia sefial N terminal.

La invencién también proporciona métodos para producir e identificar polinucleétidos de ActRIIB5. El procedimiento
bien conocido de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se puede emplear para aislar y amplificar una
secuencia de ADN que codifica un fragmento de proteina deseado. Los oligonucledtidos que definen los extremos
deseados del fragmento de ADN se emplean como cebadores 5 y 3. Los oligonucleétidos pueden contener
adicionalmente sitios de reconocimiento para endonucleasas de restriccion, para facilitar la insercién del fragmento
de ADN amplificado en un vector de expresion. Las técnicas de PCR se describen en Saiki et al., Science, 239: 487
(1988); Wu et al., Recombinant DNA Methodology, eds., Academic Press, Inc., San Diego, pags. 189-196 (1989); e
Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods y Applications, eds., Academic Press, Inc. (1990).

En otro aspecto de la presente invencion, también se proporcionan vectores de expresién que contienen las
secuencias de acido nucleico y también se proporcionan las células hospedadoras transformadas con tales vectores
y métodos para producir los polipéptidos de ActRIIB5. El término “vector de expresion” se refiere a un plasmido,
fago, virus o vector para expresar un polipéptido a partir de una secuencia polinucleotidica. Los vectores para la
expresion de los polipéptidos de ActRIIB5 contienen un minimo de secuencias necesario para la propagacion de
vector y para la expresion del inserto clonado. Un vector de expresion comprende una unidad transcripcional que
comprende un conjunto de (1) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresion
génica, por ejemplo, promotores o potenciadores, (2) una secuencia que codifica polipéptidos de ActRIIB5 para
transcribirse en ARNm y traducirse en proteina y (3) secuencias de inicio y terminacién de transcripcion apropiadas.
Estas secuencias pueden incluir ademas un marcador de seleccion. Los vectores adecuados para expresion en
células hospedadoras estan disponibles facilmente y las moléculas de acido nucleico se insertan en los vectores
usando técnicas de ADN recombinante convencionales. Tales vectores pueden incluir promotores que funcionan en
tejidos especificos y vectores virales para la expresion de ActRIIB5 en células humanas o animales dirigidas.
Algunos vectores de expresion ilustrativos adecuados para expresion de ActRIIB5 incluyen, pero sin limitacion,
pDSRa, (descrito en el documento WO 90/14363, incorporado en el presente documento por referencia) y sus
derivados, que contienen polinucleétidos de ActRIIB5 y vectores pDC323 o pDC324 (descritos en Bianchi et al,
Biotech y Bioengineering, Vol 84(4): 439-444 (2003)) que contienen polinucledtidos de ActRII5, asi como también
vectores adecuados adicionales conocidos en la técnica descritos mas adelante, se proporcionan por la presente
invencion.

La solicitud proporciona ademas métodos para preparar polipéptidos y proteinas de ActRIIB5. Se puede utilizar una
diversidad de otros sistemas de expresidon/hospedador. Estos sistemas incluyen pero sin limitacién microorganismos
tales como bacterias transformadas con vectores de expresion de ADN recombinante de bacteriéfago, plasmido o
césmido; levaduras transformadas con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insecto infectadas
con vectores de expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transfectadas con
vectores de expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico del coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV)
o transformadas con vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmido Ti o pBR322); o sistemas de células
animales. Las células de mamifero Utiles en producciones de proteina recombinante incluyen pero sin limitacion
células VERO, células Hela, lineas de células de ovario de hamster Chino (CHO), células COS (tales como COS-7),
células W138, BHK, HepG2, 3T3, RIN, MDCK, A549, PC12, K562 y 293. Se pueden preferir células hospedadoras
de mamifero cuando las modificaciones postraduccionales tales como glicosilacion y procesamiento de polipéptidos
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son importantes para la actividad. La expresién de mamiferos permite la produccién de polipéptidos secretados o
solubles que se pueden recuperar a partir del medio de cultivo.

Mediante el uso de un sistema de hospedador-vector apropiado, las proteinas y polipéptidos de ActRIIB5 se
producen de forma recombinante cultivando una célula hospedadora transformada con un vector de expresion que
contiene las moléculas de acido nucleico de la presente invencién en condiciones que permiten la produccion. Las
células transformadas se pueden usar para produccién de proteina a largo plazo de alto rendimiento. Una vez que
tales células se transforman con vectores que contienen marcadores seleccionables asi como también el casete de
expresion deseado, se puede permitir que las células se cultiven durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de
que las mismas se cambien a medio selectivo. El marcador seleccionable se disefia para permitir el crecimiento y la
recuperacion de células que expresan de forma satisfactoria las secuencias introducidas. Los grupos resistentes de
células transformadas de forma estable se pueden proliferar usando técnicas de cultivo de tejido apropiadas para la
linea celular empleada. Una vision de conjunto de la expresion de proteinas recombinantes se encuentra en
Methods of Enzymology, v. 185, Goeddell, D. V., ed., Academic Press (1990).

En algunos casos, tal como en la expresion usando sistemas procariotas, los polipéptidos expresados de la presente
invencion pueden necesitar “replegarse” y oxidarse en una estructura terciaria apropiada y generarse enlaces de
disulfuro con el fin de ser biolégicamente activos. El replegamiento se puede conseguir usando varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la exposicién del polipéptido
solubilizado a un pH habitualmente de 7 en presencia de un agente caotropico. La seleccidon de cadtropo es similar a
las elecciones usadas para solubilizacién de cuerpos de inclusion, sin embargo un caétropo se usa tipicamente a
una concentracién mas baja. Los agentes caotrépicos ilustrativos son guanidina y urea. En la mayoria de los casos,
la solucion de replegamiento/oxidacion también contendra un agente reductor mas su forma oxidada en una
proporcién especifica para generar un potencial redox particular que permite que ocurra la redistribucion de disulfuro
para la formacion de los puentes de cisteina. Algunas parejas redox usadas comunmente incluyen
cisteina/cistamina, glutation/ditiobisGSH, cloruro cuprico, ditiotreitol DTT/ditiano DTT y 2-mercaptoetanol (bME)/ditio-
bME. En muchos casos, se puede usar un codisolvente para aumentar la eficacia del replegamiento. Los
codisolventes usados comunmente incluyen glicerol, polietilenglicol de diversos pesos moleculares y arginina.

Las proteinas y polipéptidos de la presente invencidon se pueden sintetizar en solucion o en soporte sélido de
acuerdo con técnicas convencionales. Diversos sintetizadores automaticos estan disponibles en el mercado y se
pueden usar de acuerdo con protocolos conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart y Young (mencionado
anteriormente); Tarn et al., J Am Chem Soc, 105: 6442, (1983); Merrifield, Science 232:341-347 (1986); Barany y
Merrifield, The Peptides, Gross y Meienhofer, eds, Academic Press, New York, 1-284; Barany et al., Int J Pep Protein
Res, 30: 705.

Es necesario purificar las proteinas y polipéptidos de la presente invencion. Las técnicas de purificacion de proteinas
se conocen bien por los expertos en la materia. Estas técnicas implican, en un nivel, el fraccionamiento crudo de las
fracciones proteinaceas y no proteinaceas. Habiendo separado los polipéptidos peptidicos de otras proteinas, el
péptido o polipéptido de interés se puede purificar adicionalmente usando técnicas cromatograficas y electroforéticas
para conseguir purificacion parcial o completa (o purificaciéon hasta homogeneidad). Los métodos analiticos
particularmente adecuados para la preparacion de polipéptidos de la presente invencion son cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de exclusion; electroforesis en gel de poliacrilamida; isoelectroenfoque. Un método
particularmente eficaz para purificar péptidos es cromatografia liquida de proteina rapida o incluso HPLC. El término
“polipéptido aislado” o “polipéptido purificado” como se usa en el presente documento, tiene por objeto referirse a
una composicion, aislable a partir de otros componentes, en el que el polipéptido se purifica hasta cualquier grado
con relacion a su estado obtenible de forma natural. Por lo tanto, un polipéptido purificado también se refiere a un
polipéptido que esta libre del entorno en el cual el mismo se puede encontrar de forma natural. En general,
“purificado” se referira a una composicién de polipéptido que se ha sometido a fraccionamiento para eliminar
diversos componentes diferentes y cuya composicion conserva sustancialmente su actividad biolégica expresada.
Cuando se usa el término “sustancialmente purificado”, esta designacion se referird a una composicién peptidica o
polipeptidica en la cual el polipéptido o péptido forma el componente principal de la composicién, tal como que
constituye aproximadamente el 50%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el
80%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95% o mas de las proteinas en la composicién.

Diversos métodos para cuantificar el grado de purificacion de polipéptido se conoceran por los expertos en la
materia a la luz de la presente divulgaciéon. Estos incluyen, por ejemplo, determinacién de la actividad de unién
especifica de una fracciéon activa o evaluacion de la cantidad de péptido o polipéptido dentro de una fraccion
mediante andlisis de SDS/PAGE. Un método preferido para evaluar la pureza de una fraccion de polipéptido es
calcular la actividad de union de la fraccion, compararla con la actividad de unién en el extracto inicial y de ese modo
calcular el grado de purificacion, evaluado en el presente documento mediante un “nimero de veces de purificacion”.
Las unidades reales usadas para representar la cantidad de actividad de unién dependeran, por supuesto, de la
técnica de ensayo particular elegida para seguir la purificacion y si el polipéptido o péptido muestra o no una
actividad de unién detectable.

Los expertos en la materia conoceran diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacion. Estas incluyen,
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por ejemplo, precipitacién con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos (inmunoprecipitacion) y similares o mediante
desnaturalizacién por calor, seguido por centrifugacién; etapas de cromatografia tales como cromatografia de
afinidad (por ejemplo, Proteina-A-Sepharose), intercambio iénico, filtracion en gel, fase inversa, hidroxiapatita y
cromatografia de afinidad; isoelectroenfoque; electroforesis en gel; y combinaciones de estas técnicas. Como se
conoce en general en la técnica, se cree que el orden de conduccion de las diversas etapas de purificacion se puede
cambiar o que determinadas etapas se pueden omitir y aun asi dar como resultado un método adecuado para la
preparacién de un polipéptido sustancialmente purificado.

Anticuerpos

La presente invencion incluye ademas anticuerpos que se unen especificamente a los polipéptidos receptores de
ActRIIB5 de la presente invencion. Como se usa en el presente documento la expresion “se une especificamente” se
refiere a anticuerpos que tienen una afinidad de unién (Ka) por polipéptidos de ActRIIB5 de 10° M o mayor. Como
se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos intactos que incluyen anticuerpos
policlonales (véase, por ejemplo Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds), Cold Spring Harbor Press,
(1988)) y anticuerpos monoclonales (véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° RE 32.011, 4.902.614,
4.543.439 y 4.411.993 y Monoclonal Antibodies: A New Dimension in Biological Analysis, Plenum Press, Kennett,
McKearn y Bechtol (eds.) (1980)). Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” también se refiere
a un fragmento de un anticuerpo tal como F(ab), F(ab’), F(ab’),, Fv, Fc y anticuerpos de cadena Unica que se
producen mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escision enzimatica o quimica de anticuerpos
intactos. El término “anticuerpo” también se refiere a anticuerpos biespecificos o bifuncionales, que son un
anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadena pesadalligera diferentes y dos sitios de unién diferentes.
Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante una diversidad de métodos incluyendo fusién de
hibridomas o enlace de fragmentos Fab'. (Véase, Songsivilai et al, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990), Kostelny
et al., J. Immunol.148:1547-1553 (1992)). Como se usa en el presente documento el término “anticuerpo” también se
refiere a anticuerpos quiméricos, es decir, anticuerpos que tienen un dominio de inmunoglobulina de anticuerpo
constante humano acoplado a uno o mas dominios de inmunoglobulina de anticuerpo variable no humano o
fragmentos de los mismos (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.595.898 y 5.693.493). Los
anticuerpos también se refieren a anticuerpos “humanizados” (véanse, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°
5.595.898 y documento WO 5.693.493), minicuerpos (documento WO 94/09817), maxicuerpos y anticuerpos
producidos mediante animales transgénicos, en los cuales un animal transgénico que contiene una parte del
anticuerpo humano que produce genes pero que carece de la produccion de anticuerpos endégenos son capaces de
producir anticuerpos humanos (véanse, por ejemplo, Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156 (1997) y Patente
de Estados Unidos N° 6.300.129). El término “anticuerpos” también incluye anticuerpos multiméricos o un complejo
de proteinas de orden mayor tal como anticuerpos heterodiméricos y anticuerpos anti-idiotipicos. “Anticuerpos”
también incluye anticuerpos anti-idiotipicos. Los anticuerpos frente a ActRIIB5 también se pueden usar, por ejemplo,
para identificar y cuantificar ActRIIB5 in vitro e in vivo.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas que contienen los polipéptidos y proteinas de ActRIIB5 de la presente invencion
también se proporcionan. Tales composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente o profilacticamente
eficaz del polipéptido en mezcla con materiales farmacéuticamente aceptables y materiales de formulacion
fisioldgicamente aceptables. La composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacion para modificar,
mantener o conservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, claridad, color, isotonicidad, olor, esterilidad,
estabilidad, velocidad de disolucién o liberacién, adsorcion o penetracién de la composicion. Los materiales de
formulaciéon adecuados incluyen, pero sin limitaciéon, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina,
arginina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tales como acido ascoérbico, sulfito de sodio o hidrégeno-sulfito de
sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos, otros acidos organicos); agentes de
volumen (tales como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como acido etilenodiamina tetraacético (EDTA));
agentes de formacién de complejo (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-
ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa o dextrinas);
proteinas (tales como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas); agentes colorantes; saporiferos y diluyentes;
agentes emulsificantes; polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de peso molecular bajo;
contraiones de formacion de sal (tales como sodio); conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido
benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico o
peroxido de hidrégeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azucar (tales
como manitol o sorbitol); agentes de suspensidn; tensioactivos o agentes humectantes (tales como plurénicos, PEG,
esteres de sorbitan, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato 80, tritén, trometamina, lecitina, colesterol,
tiloxapal); agentes potenciadores de estabilidad (sacarosa o sorbitol); agentes potenciadores de tonicidad (tales
como haluros de metales alcalinos (preferentemente cloruro de sodio o de potasio, manitol sorbitol); vehiculos de
administracion; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos. (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
Edicion, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company, 1990).

La composicion farmacéutica éptima se determinara mediante un experto en la materia dependiendo de, por
ejemplo, la via de administracion pretendida, el formato de administraciéon y la dosis deseada. Véase por ejemplo,
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Remington’s Pharmaceutical Sciences, mencionado anteriormente. Tales composiciones pueden influir sobre el
estado fisico, estabilidad, velocidad de liberaciéon in vivo y velocidad de eliminacion in vivo del polipéptido. Por
ejemplo, las composiciones adecuadas pueden ser agua para inyeccion, solucion salina fisiolégica para
administracion parenteral.

El vehiculo o transportador primario en una composiciéon farmacéutica puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa.
Por ejemplo, un vehiculo o transportador adecuado puede ser agua para inyeccion, solucion salina fisioldégica o
liquido cerebroespinal artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en composiciones para
administracion parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina mezclada con albumina sérica
son vehiculos ilustrativos adicionales. Otras composiciones farmacéuticas ilustrativas comprenden tampén Tris de
aproximadamente pH 7,0-8,5 o tampén de acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que pueden incluir ademas
sorbitol o un sustituto adecuado para lo mismo. En una realizacidon de la presente invencion, las composiciones se
pueden preparar para almacenamiento mezclando la composicién seleccionada que tiene el grado deseado de
pureza con agentes de formulacion opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences, mencionado anteriormente)
en forma de una torta liofilizada o una solucién acuosa. Ademas, la composicion terapéutica se puede formular como
un liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las formulaciones se pueden administrar en una diversidad de métodos, por ejemplo, mediante terapias de
inhalacion, por via oral o mediante inyecciéon. Cuando se contempla la administracién parenteral, las composiciones
terapéuticas para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de una solucién acuosa parenteralmente
aceptable sin pirégenos que comprende el polipéptido deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un
vehiculo particularmente adecuado para inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la cual un polipéptido se
formula como una solucién isoténica estéril, conservada de forma apropiada. Otra preparacién mas puede incluir la
formulaciéon de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables,
compuestos poliméricos (acido polilactico, acido poliglicélico), perlas o liposomas, que proporcionan la liberacién
controlada o sostenida del producto que después se puede administrar a través de una inyeccion de liberacion
prolongada. También se puede usar acido hialurénico y éste puede tener el efecto de promover la duracion
sostenida en la circulacion. Otros medios adecuados para la introduccion de la molécula deseada incluyen
dispositivos de administracion de farmaco implantables.

En otro aspecto, las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion inyectable se pueden formular en
soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles tales como solucién de Hank,
solucién de Ringer o solucién salina tamponada fisiolégicamente. Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden
contener sustancias que aumenten la viscosidad de la suspension, tal como carboxilmetil celulosa de sodio, sorbitol
o dextrano. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos se pueden preparar como suspensiones de
inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes lipéfilos adecuados o vehiculos incluyen aceites grasos, tales como
aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, triglicéridos o liposomas.
También se pueden usar polimeros amino policatiénicos no lipidicos para administracion. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados para aumentar la solubilidad de los
compuestos y permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas. En otra realizaciéon, una composicion
farmacéutica se puede formular para inhalacién. Las soluciones de inhalacion también se pueden formular con un
propulsor para administracion por aerosol. En otra realizaciéon adicional, las soluciones se pueden nebulizar. La
administracion pulmonar se describe adicionalmente en la solicitud PCT N° PCT/US94/001875, que describe
administracion pulmonar de proteinas modificadas quimicamente.

También se contempla que determinadas formulaciones se pueden administrar por via oral. En una realizacion de la
presente invencién, las moléculas que se administran de esta manera se pueden formular con o sin esos
transportadores usados de forma habitual en la preparacion de compuestos de formas de dosificacion sélidas tales
como comprimidos y capsulas. Por ejemplo, se puede disefiar una capsula para liberar la parte activa de la
formulacién en el punto en el tracto gastrointestinal en el que la biodisponibilidad esta maximizada y la degradacion
presistémica esta minimizada. Los agentes adicionales se pueden incluir para facilitar la absorciéon de la molécula
terapéutica. También se pueden emplear diluyentes, saporiferos, ceras de punto de fusién bajo, aceites vegetales,
lubricantes, agentes de suspensién, agentes disgregantes de comprimido y aglutinantes. Las composiciones
farmacéuticas para administracion oral también se pueden formular usando transportadores farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en la técnica en dosis adecuadas para administracién oral. Tales transportadores
posibilitan que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para ingestion por el paciente.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener a través de la combinacién de compuestos
activos con excipientes solidos y procesando la mezcla resultante de granulos (opcionalmente, después de
molienda) para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Se pueden afiadir sustancias auxiliares adecuadas, si se
desea. Los excipientes adecuados incluyen cargas de carbohidrato o proteina, tales como azucares, incluyendo,
lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol, almidén de maiz, trigo, arroz, patata u otras plantas; celulosa, tal como metil
celulosa, hidroxipropilmetil celulosa o carboxi metil celulosa de sodio; gomas, incluyendo goma arabiga y goma de
tragacanto; y proteinas, tales como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes o
solubilizantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar y acido alginico o una sal de los mismos, tal como
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alginato de sodio. Los nucleos de grageas se pueden usar junto con recubrimientos adecuados, tales como
soluciones de azucar concentradas, que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de
carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de
disolventes. Se pueden afadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para
identificacion de producto o para caracterizar la cantidad de compuesto activo, es decir, la dosis.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral también incluyen capsulas enchufables hechas de
gelatina, asi como también capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un recubrimiento, tal como bisfenol o
sorbitol. Las capsulas enchufables pueden contener ingredientes activos mezclados con cargas o aglutinantes, tales
como lactosa o almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes.
En capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o suspender en liquidos adecuados, tales como
aceites grasos, liquidos o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los expertos en la materia, incluyendo
formulaciones que incluyen polipéptidos en formulaciones de administracion sostenida o controlada. Las técnicas
para formular una diversidad de medios de administracion sostenida o controlada diferentes, tales como
transportadores de liposoma, microparticulas bio-erosionables o perlas porosas e inyecciones de liberacion
prolongada, también se conocen por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, el documento PCT/US93/00829
que describe la liberacion controlada de microparticulas poliméricas porosas para la administracién de
composiciones farmacéuticas. Los ejemplos adicionales de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices
poliméricas semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Las
matrices de liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos (documentos U.S. 3.773.919, EP
58.481), copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556
(1983), poli (2-hidroxietil-metacrilato) (Langeretal., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277, (1981); Langer et al., Chem.
Tech., 12: 98-105(1982)), acetato de vinilo de etileno (Langer et al., mencionado anteriormente) o acido poli-D(-)-3-
hidroxibutirico (documento EP 133.988). Las composiciones de liberacion sostenida también incluyen liposomas,
que se pueden preparar mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Eppstein et al., PNAS (EE.UU.), documento 82:3688 (1985); documentos EP 36.676; EP 88.046; EP 143.949.

La composicion farmacéutica que se tiene que usar para administraciéon in vivo tipicamente tiene que ser estéril.
Esto se puede conseguir mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicion
esta liofilizada, la esterilizacion que utiliza este método se puede conducir antes o después de la liofilizacion y
reconstitucion. La composicién para administracion parenteral se pueda almacenar en forma liofilizada o en solucién.
Ademas, las composiciones parenterales en general se colocan en un recipiente que tiene un orificio de acceso
estéril, por ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un tapon perforables mediante una aguja de
inyeccion hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, la misma se puede almacenar en viales estériles como
una solucion, suspension, gel, emulsion, un sélido o un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se
pueden almacenar en una forma lista para usar o en una forma (por ejemplo liofilizada) que requiere la
reconstitucion antes de la administracion.

En una realizacion especifica, la presente invencion se refiere a kits para producir una unidad de administracion de
dosis unica. Los kits pueden contener cada uno tanto un primer recipiente que tiene una proteina seca como un
segundo recipiente que tiene una formulacién acuosa. Dentro del alcance de la presente invencién también se
incluyen kits que contienen jeringas precargadas de camara Unica o multicamaras (por ejemplo, jeringas de liquido y
liojeringas).

Una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que se tiene que emplear terapéuticamente dependera, por
ejemplo, del contexto terapéutico y los objetivos. Un experto en la materia apreciard que los niveles de dosis
apropiados para tratamiento variaran por tanto, dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la indicacién
para la cual el polipéptido se esta usando, la via de administracion y el tamafio (peso corporal, superficie corporal o
tamafio de 6rgano) y la condicion (la edad y salud general) del paciente. Por consiguiente, el médico puede titular la
dosis y modificar la via de administracién para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosis tipica puede variar
desde aproximadamente 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Las composiciones polipeptidicas se pueden inyectar preferentemente o administrar
por via intravenosa. Las composiciones farmacéuticas de accién prolongada se pueden administrar cada 3 a 4 dias,
cada semana o cada dos semanas dependiendo de la semivida y la velocidad de eliminacion de la formulacién
particular. La frecuencia de dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos del polipéptido en la
formulacion usada. Tipicamente, una composicion se administra hasta que una dosis que consigue el efecto
deseado se consigue. La composicion, por lo tanto, se puede administrar como una sola dosis o como dosis
multiples (a concentraciones/dosis iguales o diferentes) a lo largo del tiempo o como una infusién continua. El
refinamiento adicional de la dosis apropiada se realiza de forma rutinaria. Las dosis apropiadas se pueden
determinar a través del uso de datos de dosis-respuesta apropiados.

La via de administracién de la composiciéon farmacéutica esta de acuerdo con métodos conocidos, por ejemplo por
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via oral, a través de inyeccidon mediante vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intra
cerebro ventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, intralesional, por via intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, subcutanea o intraperitoneal; asi como también por medios intranasales, enterales,
tépicos, sublinguales, uretrales, vaginales o rectales, mediante sistemas de liberacién sostenida o mediante
dispositivos de implante. Cuando se desee, las composiciones se pueden administrar mediante inyeccion de bolo o
de forma continua mediante infusién o mediante un dispositivo de implante. Como alternativa o adicionalmente, la
composicion se puede administrar por via local a través del implante de una membrana, esponja u otro material
apropiado en el cual se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada. Cuando se usa un dispositivo de
implante, el dispositivo se puede implantar en cualquier tejido u érgano adecuado y la administracién de la molécula
deseada puede ser a través de difusion, bolo de liberaciéon temporalizada o administraciéon continua.

En algunos casos, los polipéptidos del ActRIIBS de la presente invenciéon se pueden administrar implantando
determinadas células que se han modificado por ingenieria genética, usando métodos tales como los descritos en el
presente documento, para expresar y secretar el polipéptido. Tales células pueden ser células animales o humanas
y pueden ser autdlogas, heterélogas o xendgenas. Opcionalmente, las células pueden ser inmortalizadas. Con el fin
de reducir la posibilidad de una respuesta inmune, las células se pueden encapsular para evitar la infiltracion de
tejidos circundantes. Los materiales de encapsulacion son tipicamente compartimentos o membranas poliméricas
semipermeables biocompatibles que permiten la liberacién del producto o productos de proteina pero evitan la
destruccion de las células mediante el sistema inmune del paciente o mediante otros factores dafiinos de los tejidos
circundantes.

También se prevé la terapia génica de ActRIIBS in vivo en la que una molécula de acido nucleico que codifica
ActRIIB5S o una variante o un derivado de ActRIIB5 se introducen directamente en el sujeto. Por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico que codifica un ActRIIB5 se introduce en células dianas a través de inyeccién local de
una construccion de acido nucleico con o sin un vector de administracién apropiado, tal como un vector de virus
adeno asociado. Los vectores virales alternativos incluyen, pero sin limitacién, retrovirus, adenovirales, herpes
simples, virus y vectores de virus del papiloma. La transferencia fisica del vector de virus se puede conseguir in vivo
mediante inyeccion local de la construccion de acido nucleico deseada u otro vector de administracién apropiado
que contiene la secuencia de acido nucleico deseada, transferencia mediada por liposoma, inyeccion directa (ADN
desnudo) o bomba de microparticulas (pistola génica).

Uso de composiciones de ActRIIBS

La presente invencion proporciona composiciones para reducir o neutralizar la cantidad o actividad de miostatina,
activina A o GDF-11 in vivo o in vitro poniendo en contacto las proteinas con una proteina de ActRIIB5. Los
Ejemplos mas adelante demuestran que las proteinas de ActRIIB5 tienen una afinidad elevada por miostatina,
activina A y GFD-11 y son capaces de reducir o inhibir las actividad biolégicas de miostatina, activina A y GFD-11.
Los Ejemplos demuestran que ActRIIB5 tiene una actividad mas elevada en comparacion con ActRIIB-ECD como se
demuestra mediante los valores de Clso en el Ejemplo 3 y la respuesta biolégica en animales es mejor para los
animales ActRIIB5 en comparacion con los animales ActRIIB-ECD como se demuestra en los Ejemplo 5 y 6.

En un aspecto, la presente invencion proporciona reactivos para tratar trastornos relacionados con miostatina y/o
relacionados con activina A en un sujeto que lo necesita administrando una dosis eficaz de una composicién de
ActRIIB5 al sujeto. Como se usa en el presente documento el término “sujeto” se refiere a cualquier animal, tal como
mamiferos incluyendo seres humanos.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de proteinas de ActRIIB en la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de pérdida de musculo, trastornos metabdlicos y trastornos
relacionados con activina A enumerados mas adelante. En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de
acidos nucleicos y vectores de ActRIIB en la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de
pérdida de musculo, trastornos metabdlicos y relacionados con activina A enumerados mas adelante.

Las composiciones de la presente invencién se ha demostrado que aumentan la masa de musculo magro como un
porcentaje del peso corporal y reducen la masa grasa como un porcentaje del peso corporal en modelos animales
como se demuestra en los Ejemplos mas adelante.

Los trastornos que se pueden tratar mediante una composicion de ActRIIBS incluyen pero sin limitacién diversas
formas de pérdida de mdusculo, asi como también trastornos metabodlicos tales como diabetes y trastornos
relacionados y enfermedades degenerativas éseas tales como osteoporosis. Los 23 trastornos de pérdida de
musculo incluyen distrofias tales como distrofia muscular de Dichenne, distrofia muscular progresiva, distrofia
muscular de tipo Becker, distrofia muscular de Dejerine-Landouzy, distrofia muscular de Erb y distrofia muscular
neuroaxonal infantil. Los trastornos de pérdida de musculo adicionales surgen de enfermedades o trastornos
cronicos tales como esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad pulmonar obstructiva congestiva, cancer, SIDA,
insuficiencia renal, atrofia de érganos, privacion de andrégeno vy artritis reumatoide.

La sobreexpresiéon de miostatina puede contribuir a caquexia, un sindrome de pérdida de musculo y de grasa grave.
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En un Ejemplo, las concentraciones séricas e intramusculares de proteina inmunorreactiva miostatina se observé
que estaban aumentadas en hombres que mostraban pérdida de musculo relacionada con SIDA y estaba
relacionada de forma inversa con la masa libre de grasa ((Gonzalez-Cadavid et al., PNAS USA 95: 14938-14943
(1998)). Los niveles de miostatina también se ha demostrado que aumentan en respuesta a lesiones por
quemaduras, dando como resultado un efecto muscular catabdlico (Lang et al, FASEB J 15,1807-1809 (2001)). Las
afecciones adicionales que dan como resultado la pérdida de musculo pueden surgir de inactividad debido a
incapacidad tal como confinamiento con una silla de ruedas, reposo en cama prolongado debido a apoplejia,
enfermedad, lesion de médula espinal, fractura ésea o trauma y atrofia muscular en un entorno de microgravedad
(vuelo espacial). Por ejemplo, la proteina inmunorreactiva de miostatina en plasma se observd que aumenta
después de reposo en cama prolongado (Zachwieja et al. J Gravit Physiol. 6(2): 11 (1999). También se observé que
los musculos de ratas expuestos a entorno de microgravedad durante un vuelo espacial expresaban una cantidad
aumentada de miostatina en comparacién con los musculos de ratas que no estaban expuestos (Lalani et al.,
J.Endocrin 167 (3): 417-28 (2000)).

Ademas, los aumentos relacionados con la edad de proporciones de grasa a musculo y la atrofia muscular
relacionada con la edad parecen estar relacionados con la miostatina. Por ejemplo, la proteina inmunorreactiva a
miostatina sérica promedio aumentaba con la edad en grupos de hombres y mujeres jévenes (19-35 afios de edad),
de edad media (36-75 afios de edad) y ancianos (76-92 afios de edad), mientras que la masa muscular promedio y
la masa libre de grasa se reducia con la edad en estos grupos (Yarasheski et al. J Nutr Aging 6(5):343-8 (2002)).
Ademas, se ha observado ahora que la miostatina se expresa a niveles bajos en musculo cardiaco y la expresion
esta regulada positivamente después de cardiomiocitos después de infarto (Sharma et al., J Cell Physiol. 180 (1): 1 -
9 (1999)). Por lo tanto, la reduccién de los niveles de miostatina en el musculo cardiaco puede mejorar la
recuperacion del musculo cardiaco después de infarto.

La miostatina parece también influir sobre los trastornos metabdlicos incluyendo diabetes de tipo 2, diabetes mellitus
no dependiente de insulina, hiperglucemia y obesidad. Por ejemplo, la carencia de miostatina se ha demostrado que
mejora los fenotipos obeso y diabético de dos modelos de raton (Yen et al. mencionado anteriormente). Se ha
demostrado en los Ejemplos mas adelante que la administracion de vectores AAV-ActRIIB5 aumenta la proporcion
de musculo a grasa en un animal, en particular para modelos animales obesos. Por lo tanto, la reduccion de la
composicion de grasa mediante la administracion de las composiciones de la presente invencién mejorara las
condiciones de diabetes, obesidad e hiperglucémicas en animales. Ademas los Ejemplos mas adelante y la Figura
4B demuestran que las composiciones que contienen ActRIIB5 pueden reducir la ingesta de alimentos en individuos
obesos.

Adicionalmente, el aumento de la masa muscular mediante la reduccion de los niveles de miostatina puede mejorar
la fuerza ésea y reducir la osteoporosis y otras enfermedades éseas degenerativas. Se ha observado, por ejemplo,
que los ratones sin miostatina mostraban contenido mineral y densidad aumentada del humero de ratén y contenido
mineral aumentado de tanto hueso trabecular como hueso cortical en las regiones en las que se unen los musculos,
asi como también masa muscular aumentada (Hamrick et al. Calcif Tissue Int 71 (1): 63-8 (2002)). Adicionalmente,
las composiciones de ActlIBR de la presente invencidon se pueden usar para tratar los efectos de privacion de
andrégeno tal como terapia de privacién de andrégeno usada para el tratamiento de cancer de prostata.

La presente invencion también proporciona composiciones para aumentar la masa muscular en animales de
alimentacién mediante la administracion de una dosis eficaz de las proteinas de ActRIIB5 al animal. Debido a que el
polipéptido de miostatina C-terminal maduro es idéntico en todas las especies ensayadas, las proteinas de ActRIIB5
se esperaria que fueran eficaces para aumentar la masa muscular y reducir la grasa en cualquier especie importante
para la agricultura incluyendo ganado, pollos, pavos y cerdos.

Las proteinas de ActRIIB5 y las composiciones de la presente invencién también antagonizan la actividad de activina
A. Se conoce que la activina A se expresa en determinados tipos de canceres, particularmente tumores gonadales
tales como carcinomas ovaricos y que provocan caquexia grave (Ciprano et al. Endocrinol 141 (7): 2319-27 (2000),
Shou et al., Endocrinol 138 (11): 5000-5 (1997); Coerver et al, Mol Endocrinol 10(5): 534-43 (1996); Ito et al. British J
Cancer 82(8): 1415-20 (2000), Lambert-Messerllan, et al, Gynecologic Oncology 74 91): 93-7 (1999). El Ejemplo 4
mas adelante muestra que la expresion de activina A en los modelos animales da como resultado una caquexia
grave. La expresion de ActRIIB5/Fc en los animales contrarresta esa caquexia, como se muestra en los Ejemplos 5
y 6. La sobreexpresién de miostatina también se piensa que contribuye a la caquexia, como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto las composiciones se pueden usar para tratar afecciones relacionadas con
sobreexpresion de activina A, asi como también sobreexpresion de miostatina, tal como caquexia a partir de
determinados canceres y el tratamiento de determinados tumores de tipo gonadal.

Las composiciones de la presente invencion se pueden usar en solitario o en combinacién con otros agentes
terapéuticos para potenciar sus efectos terapéuticos o reducir los efectos secundarios potenciales. Estas
propiedades incluyen actividad aumentada, solubilidad aumentada, degradacion reducida, semivida aumentada,
toxicidad reducida e inmunogenicidad reducida. Por tanto las composiciones de la presente invencién son utiles para
regimenes de tratamiento prolongados. Adicionalmente, las propiedades de hidrofilicidad e hidrofobicidad de los
compuestos de la invencién estan bien equilibradas, potenciando de ese modo su utilidad para usos tanto in vitro
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como especialmente in vivo. Especificamente, los compuestos de la invencién tienen un grado apropiado de
solubilidad en medios acuosos que permite la absorcidon y biodisponibilidad en el organismo, a la vez que también
tienen un grado de solubilidad en lipidos que permite que los compuestos atraviesen la membrana celular a un sitio
de accién putativo, tal como una masa muscular particular.

Adicionalmente, las proteinas de ActRIIB5 y los polipéptidos de la presente invencion son utiles para detectar y
cuantificar miostatina, activina A o GDF-11 en cualquier cantidad de ensayos. En general, los polipéptidos de
ActRIIB5 de la presente invencion son utiles como agentes de captura para unirse e inmovilizar miostatina, activina
A o GDF-11 en una diversidad de ensayos, similares a los descritos, por ejemplo, en Asai, ed., Methods In Cell
Biology, 37, Antibodies In Cell Biology, Academic Press, Inc., New York (1993). Los polipéptidos se pueden marcar
de alguna manera o pueden reaccionar con una tercera molécula tal como un anticuerpo que estd marcado para
posibilitar que se detecte y se cuantifique la miostatina. Por ejemplo, un polipéptido o una tercera molécula se
pueden modificar con un resto detectable, tal como biotina, que después se puede unir a una cuarta molécula, tal
como estreptavidina marcada con enzima u otras proteinas (Akerstrom, J Immunol 135: 2589 (1985); Chaubert, Mod
Pathol 10: 585 (1997)).

Habiendo descrito la invencion, se ofrecen los siguientes ejemplos a modo de ilustracion y no de limitacion.

Ejemplo I: aislamiento de ADNc y expresién en células

El ADNc del receptor humano de activina de tipo [IB novedoso se aisl6 a partir de una biblioteca de ADNc de origen
de testiculo humano (Clontech, Inc.) de acuerdo con el siguiente protocolo. Los cebadores del extremo N y el
extremo C del receptor humano de activina 1IB (SEC ID N°: 4) se generaron y se realizd6 PCR usando estos
cebadores frente a moldes a partir de bibliotecas de ADNc humanas. Se realiz6 PCT usando el sistema de PCR GC-
RICH (Roche, N° de cat. 2140306). Los productos de PCR tanto N como C terminal se digirieron con Pvull/EcoRI y
se subclonaron en vector pcDNA3.1-HisA (Invitrogen, Carlsbad, Ca.) para preparar un clon de longitud completa.
Después de secuenciar varios productos de PCR, se identificé un clon de ADNc a partir de la biblioteca de ADNc de
testiculos humanos como un receptor de variante de corte y empalme N terminal novedoso. La secuencia
polinucleotidica de este receptor, se denominé receptor humano de activina de tipo 11B5 (ActRIIB5). Al clon de ADNc
de este receptor le faltaban 152 bases nucleotidicas que corresponden al Exén 4 completo en el gen de receptor
humano de activina de tipo IIB de tipo silvestre. El truncamiento del Exon 4 en la variante de corte y empalme dio
como resultado la supresion de la secuencia de aminoacidos que abarca la region transmembrana asi como también
un cambio de fase que conduce a una terminacién traduccional temprana. La secuencia de aminoacidos del receptor
de variante de corte y empalme contiene la mayoria del dominio extracelular, codificado por los exones 1, 2 y 3 del
receptor humano de activina de tipo IIB de tipo silvestre y una regién de cola adicional de 36 aminoacidos dando
como resultado el cambio de fase. La secuencia de aminoacidos se expone en SEC ID N°: 2. La secuencia C
terminal se expone en SEC ID N°: 3. Debido a la carencia de region transmembrana, el ActRIIB5 codifica una forma
soluble del receptor de activina de tipo IIB. La transfeccion de ADNc de ActRBII5 en células condujo a la expresién
de la forma de la proteina receptora secretada en lugar de la forma unida a membrana.

Ejemplo 2: Expresion de ActRIIB5

ADNc que codifica ActRIIB5 se clond en vectores pDC323 o pDC324 de mamifero (Bianchi et al, Biotech and
Bioengineering, Vol 84(4): 439-444 (2003)) y se expresd en una linea de células 293T. Para generar las fusiones de
Fc, los polinucleétidos que codifican el ActRIIB5 (SEC ID N°: 1) se clonaron adyacentes a los polinucleétidos que
codifican la secuencia enlazadora (Gly)s adyacente a los polinucleétidos que codifican el Fc de IgG1 humana en un
vector pDSRa (descrito en el documento W0O/9014363, incorporado en el presente documento por referencia). Los
polinucleétidos que codifican ActRIIB-ECD (aminoacidos 1-124 de SEC ID N° 5) se clonaron adyacentes a los
polinucleétidos el Fc de IgG humana en un vector pDSRa (sin enlazador). Estas construcciones se transfectaron en
una linea de células CHO estable. Las fusiones de receptor-Fc solubles expresadas se usaron para el ensayo lado a
lado in vitro descrito mas adelante.

Para los experimentos animales in vivo descritos en el Ejemplo 4 mas adelante, los productos de PCR generados
como se ha descrito anteriormente se digirieron con Nhel/Sall y se subclonaron en un vector AA V-Fc en los mismos
sitios. El vector AAV-Fc permite la transferencia del gen de ActRIIB5 en un animal para expresion in vivo.

Ejemplo 3: Actividades In vitro

Se generaron HuActRIIB5/Fc y HuActRIIB-ECD/Fc como se ha descrito anteriormente. La capacidad del receptor de
ActRIIB5 de inhibir la unién de cada uno de los tres ligandos miostatina, activina A y GDF-11 al receptor de activina
IIB se ensay6 usando un ensayo de actividad basado en células como se ha descrito mas adelante.

Ensayo de Actividad Basado en Células C2C12

Se generd una linea de células informadoras sensibles a miostatina/activina/GDF-11 mediante transfeccion de
células mioblasticas C2C12 (ATCC N°: CRL-1772) con una construccién pMARE-luc. La construccion pMARE-luc se
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preparé clonando doce repeticiones de la secuencia CAGA, que representa los elementos de respuesta de
miostatina/activina (Dennler et al. EMBO 17: 3091-3100 (1998)) en un vector informador pLuc-MCS (Stratagene N°
de cat. 219087) cadena arriba de la caja TATA. Las células C2C12 mioblasticas expresan de forma natural el
receptor 1IB de miostatina/activina/GDF-11 en su superficie celular. Cuando miostatina/activina/GDF-11 se une a los
receptores celulares, se activa la ruta Smad y el Smad fosforilado se une al elemento de respuesta (Macias-Silva et
al. Cell 87: 1215 (1996)), dando como resultado la expresion del gen de luciferasa. La actividad de luciferasa
después se mide usando un kit de ensayo informador de luciferasa comercial (N° de cat E4550, Promega, Madison,
WI) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Una linea estable de células C2C12 que se habia transfectado con
pPMARE-luc (clon C2C12/pMARE N° 44) se us6 para medir la actividad de acuerdo con el siguiente procedimiento.
Las células informadoras se sembraron en cultivos de 96 pocillos. La seleccion usando diluciones de cada tipo de
receptor soluble se realizé con la concentracion fijada a miostatina 4 nM, activina 20 nM y GDF-11 4 nM. Cada uno
de miostatina, activina y GDF-11 se preincubaron con los receptores solubles a varias concentraciones. La actividad
de miostatina/activina/GDF-11 se midi6 determinando la actividad de luciferasa en los cultivos tratados. Los valores
de Clso se determinaron para cada receptor soluble como se ha expuesto en la Tabla 1 mas adelante.

TABLA1

Clso de actividad neutralizante de activina A (nM)
frente a activina 20 nM

Proteina receptora soluble

huActRIIB5/Fc 156,2

huActRIIB-ECD/Fc 339,6

Clso de actividad neutralizante de miostatina (nM)
frente a miostatina 4 nM

proteina receptora soluble

huActRIIB5/Fc 29,72
huActRIIB-ECD/Fc 51,06
. Clso de actividad neutralizante de GDF-11 (nM) frente
proteina receptora soluble 2 GDF-11 4 nM
huActRIIB5/Fc 90,6
huActRIIB-ECD/Fc 89,88

La tabla anterior muestra que los receptores solubles pueden bloquear la sefalizacién de miostatina a través de su
receptor pero también la sefializacién de activina A y GDF-11.

Ensayo Biacore®

Se llevaron a cabo ensayos de bloqueo usando ActRIIB-ECD/Fc humano inmovilizado (R&D Systems, Minneapolis,
Mn.) en una microplaca CM5 (Biacore, Inc., Piscataway, NJ) en presencia y ausencia de cada uno de los dos
receptores solubles ActRIIB-ECD/Fc y ActRIIB5/Fc usando el sistema de ensayo BlAcore® de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La sefial de unién de miostatina del 100% se determind en ausencia del receptor en solucion. Diversas
concentraciones de los receptores solubles se diluyeron en tampoén de ensayo y se incubaron con miostatina 4 nM
antes de inyectarse sobre la superficie del receptor. Debido a que Unicamente las moléculas de miostatina libres
fueron capaces de unirse a la microplaca, una respuesta de union disminuida con concentracién creciente de los
receptores indicaba la unién de los receptores a miostatina en soluciéon. Mediante la representacion de la sefal de
union frente a la concentracion del receptor soluble, se calculd que ActRIIB-ECD/Fc y ActRIIB5/Fc tenian una CEsg
de aproximadamente 18 nM y 7 nM respectivamente. La comparacién entre los dos receptores se muestra en la
Figura 1.

Ejemplo 4: Sobreexpresion de activina A en ratones C57BI/6

Para explorar el papel después del nacimiento de activina en animales después del nacimiento, activina A se
sobreexpreso en ratones usando transferencia génica mediada por AAV. Ratones C57B1/6 hembra adultos jovenes
(5 semanas de dad) de edad igualada (Charles River laboratories, Wilmington, Mass) se separaron en dos grupos
equilibrados por peso (n=6/grupo), a los cuales se inyectd posteriormente a través de la vena porta vector de AAV-
activina A o AAV-vacio (control) a 1x10" pfu/ratén. Los efectos sobre el peso corporal y la composicion corporal se
analizaron. El grupo transducido con AAV-activina mostré una reduccion drastica en el peso corporal en
comparacién con los ratones de control transducidos con vector de AAV vacio. Dos semanas después de la
inyeccion con AAV, el grupo transducido con activina A se volvié tan gravemente caquéxico que su peso corporal
promedio fue Unicamente aproximadamente %2 del grupo de control transducido con vector vacio. La necropsia
reveld6 que la administracion de AAV-Activina A dio como resultado un agotamiento espectacular en
aproximadamente el 60% de masa corporal magra, masa de musculo esquelético y masa de grasa. Adicionalmente,
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los ratones transducidos con activina también mostraron pérdida grave de 6rganos como se indica mediante los
pesos de érganos significativamente reducido tales como higado y corazon.

Se realizo un experimento adicional usando una cantidad reducida (1X10" pfu/ratén) de virus de AAV-Activina A.
Los resultados mostraron una reduccién en el peso corporal y la masa corporal que se produce como resultado de la
transduccion con activina pero los efectos fueron menos espectaculares en comparacion con el experimento inicial
usando una dosis mas elevada de AAA-activina (1X10' pfu/raton). Esto demuestra que el efecto caquéxico después
del nacimiento de la activina A es dependiente de la dosis.

Ejemplo 5: Efecto Anabdlico de AA V-ActRIIB5 en ratones C57BI/6

Ratones macho C57BI/6 de edad igualada (5 semanas de edad) se dividieron en 5 grupos (n=10 por grupo).
Particulas virales de AAV se envasaron y titularon antes de la inyecciéon de la forma siguiente: AAV-vacio, AAV-
activina A, AAV-ActRIIB5/Fc, AAV-ActRIIB-ECD/Fc y AAV-ProMio/Fc, en el que AAV-ProMio significa propéptido de
miostatina. Cada uno de los virus AAV anteriores se inyectaron a 8x10' pfu/raton excepto por AAV-activina A, del
cual se inyecté una cantidad reducida de particulas virales a 1x10" pfu/raton (n=10/grupo). Las particulas virales se
inyectaron a través de la vena porta. Los pesos corporales se determinaron cada dos dias. Los resultados se
muestran en la Figura 2. El grupo de AAV-ActRIIB5/Fc y el grupo de AAV-ActRIIB-ECD/Fc desarrollaron pesos
corporales aumentados en comparacion con el grupo de control de AAV-Vector, asi como también un peso corporal
aumentado en comparacion con el grupo de AAV-ProMio/Fc. Comparando los dos grupos de receptor soluble, el
grupo de AAV-ActRIIB5/Fc mostré la mayor cantidad de aumento de ganancia de peso corporal. Por el contrario, el
grupo de control de AAV-Vector mostré una reduccion espectacular en los pesos corporales en comparacion con el
grupo de control de AAV-Vector.

Siete semanas después de la inyeccion viral, los cambios del peso corporal de grupos individuales se representaron
como porcentaje del grupo de control (grupo de vector de AAV vacio). El grupo de AAV-ActRIIB5/Fc mostré el
aumento de peso corporal promedio mas elevado con respecto al control, aproximadamente el 25%, en comparacién
con el 21% de aumento de peso corporal para el grupo ActRIIB-ECD/Fc. El grupo AAV-ActRIIB5/Fc y el grupo AAV-
ActRIIB-ECD/Fc mostraron aumentos de peso corporal mayores que el provocado por el grupo ProMio/Fc de
aproximadamente el 16%. Por el contrario, el grupo de AAV-activina tuvo una caida significativa en el peso corporal
en el 19%. Una comparacion de estos cambios se muestra en la Figura 3.

Un mes después de la inyeccion viral, la masa corporal magra en cada grupo de diez ratones se determin6 usando
resonancia magnética nuclear (RMN) midiendo la composicion corporal de ratones vivos. Al mismo tiempo, se
determiné el contenido de grasa corporal de los ratones en cada grupo. Las mediciones se tomaron en ratones vivos
usando el EchoMRI2003 (Echo Medical Systems, Houston, Tx). El EchoMRI 2004 es un analizador de composicion
corporal completa que mide las masas de grasa y tejidos magros en animales vivos usando tecnologia de RMN. El
porcentaje promedio de masa magra y grasa como porcentaje del peso corporal para cada grupo de 10 ratones se
presenta en la Tabla 2 mas adelante.

TABLA 2
Grasa (% de peso masa magra (% de
corporal) peso corporal)
AAV-promiostatina/Fc 9,11 90,33
AAV-Activina A 10,21 87,92
AAV-vacio 11,76 86,74
AAV-ActRIIB5/Fc 7,82 91,05
AAV-ActRIIB-ECD/Fc 8,51 90,18

Como se puede observar a partir de la Tabla 2 anteriormente, el grupo AAV-ActRIIB5/Fc de ratones mostro el
porcentaje mas pequefio de grasa corporal y el porcentaje mas grande de masa magra para todos los grupos
después de un mes. Estos datos muestran que ActRIIB5/Fc es eficaz para potenciar el peso corporal, la masa
corporal magra y reducir la masa de grasas en los animales ensayados.

En un experimento relacionado, los cinco grupos de diez ratones por grupo se ensayaron para determinar fuerza de
agarre usando un medidor Columbia Instruments meter, modelo 1027 dsm (Columbus, Ohio). Los resultados se
promediaron para cada grupo. El grupo de AAV-promiostatina/Fc promedié una fuerza de agarre en comparacion
con los ratones de control AAV-vacio de aproximadamente el 21% para el grupo de promiostatina/Fc,
aproximadamente el 31% para el grupo de ActRIIB-ECD/Fc y aproximadamente el 33% para el grupo de ratones de
ActRIIB5/Fc. El aumento en la fuerza de agarre medido fue aproximadamente el 46% para el grupo de
promiostatina/Fc, aproximadamente el 56% para el grupo ActRI IIB-ECD/Fc y aproximadamente el 60% para el
grupo ActRIIB5/Fc.
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Ejemplo VI: Cambios en el peso corporal y composicion en ratones obesos Ay

Dos grupos de ratones obesos Ay (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) de 11 animales cada uno (8 animales
por grupo a la finalizacién del experimento) se inyectaron con un vector AAV-vacio y un vector AA V-ActRIIB5/Fc
respectivamente. Los virus se inyectaron a 8 x 10 2 pfu / ratdn en la vena porta de cada ratén. Después los ratones
se supervisaron para determinar en peso corporal, ingesta de alimento, masa muscular magra y masa grasa a lo
largo de un periodo de tres meses después de la inyeccion. La ingesta de alimentos se determin6 pesando el
alimento restante no comido en la jaula del raton en una base diaria y calculando la ingesta semanal. La masa
muscular magra y la masa grasa se determinaron mediante RMN como se ha descrito anteriormente. Los resultados
de los experimentos se muestran en las Figuras 4 y 5. La Figura 4A muestra una reduccion en el peso corporal y la
Figura 4B muestra una reduccidon en la ingesta de alimento semanal en los ratones AAV-ActRIIB5/Fc en
comparacion con los ratones de control. La Figura 5A muestra aumento en masa magra, determinado por RMN para
AAV-ActRIIB5/Fc, mientras que la Figura 5B muestra una reducciéon grande de masa grasa para AAV-ActRIIB5/Fc
en comparacion con los ratones de control, en aproximadamente el 50%.

A la finalizacion del experimento, los ratones se sacrificaron y se examinaron para determinar cambios internos. Los
higados de los ratones tratados con AAV-ActRIIB5/Fc se compararon con aquellos tratados con control de AAV-
vacio. La inspeccién visual de los higados de los ratones tratados con AAV-vacio y los ratones tratados con AAV-
ActRIIB5/Fc mostro que los higados de los ratones AAV-vacio de control contenian depédsitos de grasa dentro del los
higados, mientras que los ratones tratados con AAV-ActRIIB5/Fc estaban libres de depositos de grasa. Por lo tanto,
la expresion del ActRIIBS/Fc en los ratones Ay corrigié los higados grasos que caracterizan a los ratones obesos Ay,
asi como caus6 una reduccién en el peso corporal global, una reduccion en la cantidad de alimento consumido, un
aumento en la masa muscular magra y una reduccién grande en la masa grasa.

La presente invencién no esta limitada por el alcance de las realizaciones especificas descritas en el presente
documento, que tienen por objeto ser ilustraciones unicas de aspectos individuales de la invencién y los métodos y
componentes funcionalmente equivalentes estan dentro del alcance de la invencidon. De hecho, diversas
modificaciones de la invencion, adicionalmente aquellas mostradas y descritas en el presente documento seran
evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior y de los dibujos adjuntos. Tales
modificaciones tienen por objeto estar dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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Gln
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350

Ala

Leu
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His Arg
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His Lys Lys Met Arg Pro Thr Ile Lys Asp His Trp Leu Lys His Pro
435 440 445

Gly Leu Ala Gln Leu Cys Val Thr Ile Glu Glu Cys Txp Asp His Asp
450 455 450

Ala Glu Ala Arg Leu Ser Ala Gly Cys Val Glu Glu Arg Val Ser Leu
465 470 475 480

Ile Arg Arg Ser Val Asn Gly Thr Thr Ser Asp Cys Len Val Ser ILeu
485 : 490 ' 495

Val Thr Ser Val Thr Asn Val Asp Leu Pro Pro Lys Glu Ser Ser Ile
500 g 505 510

<210>6

<211> 512
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Thr Ala Pro Trp Val Ala Leu Ala Leu Leu Trp Gly Ser Leu Cys

Ala Gly Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr Arg Glu Cys Ile Tyr Tvr
20 25 30

Asn Ala Asn Trp Glu Leu Gluv Arg Thr Asn Gln Ser Gly Leu Slu Arg
35 40 . 45

Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arxg Leu His Cys Tyr Ala Ser Tip Ala

Agn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys Lys Gly Cys Trp Leu Asp
3 70 75 ' 80

Asp Phe Asn Cys Tyvr Asp Arg Gln Glu Cys Val Ala Thr Glu Glu Asn

Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly Asn Phe Cys Asn Glu Arg
100 105 110

Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tvr Glu Pro
115 120 125

Pro Pro Thr ala Pro Thr Leu Leu Thr val Leu Ala Tyr Ser Leu Leu
130 135 140
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260

Glu
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Phe
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Gly
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Pro

165

Pro

Ala

Fhe
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Len
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Leu
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325

Gly

Gly
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Sar

130

Pro

Ser

Arg

Val
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230

Gln

Trpl

Lys
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310

Asn

Leu

Gln

Ile

Tyx
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215
Arg
Phe
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Ser
295
Glu
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val
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Gly His
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i85

Arg Phe
200

Val Lys

Glu Ile
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AsntEe
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Gly Thr
360

Phe Gln
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Leu
Val
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislado que comprende un polinucleétido seleccionado entre el grupo que
consiste en:

(a) un polinuclestido que tiene la secuencia polinucleotidica expuesta en SEC ID N°: 1 o su complemento;

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC
ID Ne°: 2;

(c) la secuencia polinucleotidica que se hibrida a (a) o (b) en condiciones de rigurosidad moderada en
aproximadamente el 50% de formamida, SSC 6X a aproximadamente 42 °C y condiciones de lavado de
aproximadamente 60 °C, SSC 0,5X, SDS al 0,1 % y en el que el polipéptido codificado comprende un extremo
C que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 3 y en el que el polipéptido es capaz de
unirse a miostatina, activina A o GDF-11; y

(d) la secuencia polinucleotidica que se hibrida a (a) o (b) en condiciones de rigurosidad moderada en
aproximadamente el 50% de formamida, SSC 6X a aproximadamente 42 °C y condiciones de lavado de
aproximadamente 60 °C, SSC 0,5X, SDS al 0,1 % y en el que el polipéptido codificado comprende un extremo
C que tiene una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a SEC ID N°: 3 y en el que el polipéptido
es capaz de unirse a miostatina, activina A o GDF-11.

2. Una molécula de acido nucleico aislado que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 2,
en el que el polinuclesdtido comprende un extremo C que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°:
3 o en el que el polinucledtido comprende un extremo C que tiene una secuencia de aminoacidos al menos el 80%
idéntica a SEC ID N°: 3.

3. La molécula de acido nucleico aislado de la reivindicacion 1, en el que la molécula de acido nucleico comprende
ademas polinucledtidos que codifican al menos una proteina heteréloga en fase con los polinucleétidos que codifican
un receptor de activina de tipo 11B5, opcionalmente en el que la proteina heterdloga es un polipéptido de Fc, estando
el polipéptido de Fc opcionalmente unido por un péptido enlazador.

4. Una molécula de acido nucleico aislado que comprende un polinucledétido que consiste en la secuencia expuesta
en SEC ID N°: 1.

5. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el polinucleétido esta
unido operativamente a una secuencia reguladora transcripcional o traduccional, opcionalmente en el que la
secuencia transcripcional o traduccional comprende un promotor o potenciador transcripcional.

6. Un vector recombinante que dirige la expresion de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

7. Una proteina aislada que comprende un polipéptido de receptor de activina de tipo 11B5, en el que el polipéptido
se selecciona entre el grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 2, opcionalmente en el
que el resto de aminoacido 64 en SEC ID N°: 2 es alanina;

(b) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 80%
con SEC ID N°: 2, en el que el polipéptido es capaz de unirse a miostatina, activina A o GDF-11;

(c) el polipéptido de (b), en el que el extremo C del polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEC ID N° 3; y en el que el polipéptido es capaz de unir miostatina, activina A o GDF-11; y

(d) el polipéptido de (b), en el que el extremo C del polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de al menos el 80% con SEC ID N°: 3 y en el que el polipéptido es capaz de unirse a
miostatina, activina A o GDF-11.

8. Una proteina aislada que comprende un polipéptido receptor de activina de tipo 11B5 en el que el polipéptido
consiste en la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 2.

9. Una proteina aislada como se indica en la reivindicacién 8, que carece de una secuencia sefial de SEC ID N°: 2,
especificamente los aminoacidos 1 a 17 de SEC ID N°: 2.

10. Una proteina aislada que comprende un polipéptido codificado por el polinucleétido expuesto en SEC ID N°: 1.
11. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 7, 8, 9 6 10, en la que el polipéptido se fusiona a al menos
un polipéptido heterélogo, opcionalmente en la que la proteina heterdloga es un polipéptido de Fc, estando el
polipéptido de Fc opcionalmente unido a través de una secuencia enlazadora.

12. Una célula hospedadora modificada por ingenieria genética para comprender un vector recombinante como se
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indica en la reivindicacién 6 que i) dirige la expresiéon de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 o ii) produce la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, siendo la célula
hospedadora opcionalmente una célula de mamifero.

13. Un método para producir un polipéptido de receptor de activina 1IB5 que comprende cultivar la célula
hospedadora de la reivindicacién 12 que esta modificada por ingenieria genética para producir la proteina de una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 en condiciones que promueven la expresion del polipéptido y recuperacion
del polipéptido.

14. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de receptor de activina de tipo 1IB5 de una cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 11 en mezcla con un transportador farmacéuticamente aceptable.

15. Una composicion farmacéutica como se indica en la reivindicacion 14, para su uso en la inhibicién de la actividad
de miostatina en un sujeto, el aumento de la masa muscular magra en un sujeto, el aumento de la fuerza muscular
magra mediante el aumento de la proporcion de masa de musculo magro a grasa en un sujeto o el tratamiento de
una enfermedad de pérdida de musculo en un sujeto.

16. Una composiciéon farmacéutica como se indica en la reivindicacién 14, para su uso en el tratamiento de un
trastorno metabdlico en un sujeto o para tratar una enfermedad en la cual la activina esta sobreexpresada en un
sujeto.

17. La composicién para su uso como se indica en la reivindicacién 15 o reivindicacion 16 en la que la enfermedad
de pérdida de musculo se selecciona entre distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad pulmonar
obstructiva congestiva, insuficiencia cardiaca crénica, caquexia por cancer, SIDA, insuficiencia renal, uremia, artritis
reumatoide, sarcopenia relacionada con la edad, atrofia de érgano, sindrome del tunel carpiano, privacion de
androgeno y pérdida de musculo debido a reposo en cama prolongado, lesién de médula espinal, apoplejia, fractura
6sea y envejecimiento.

18. La composiciéon para su uso como se indica en la reivindicacion 16, en la que el trastorno metabdlico se
selecciona entre diabetes, obesidad, hiperglucemia y pérdida dsea.

19. El vector de la reivindicacion 6, en el que el vector es capaz de dirigir la expresion de polipéptido de ActRIIB5 en

un sujeto, opcionalmente en el que el vector es un vector de AAV, para su uso en el tratamiento de un trastorno de
pérdida de musculo.
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