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DESCRIPCION
NOPE para el tratamiento de la pérdida de masa muscular y la debilidad muscular patolégicas
CAMPO TECNICO

Se proporcionan polipéptidos del dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) de vecino de PuncE11 (NOPE,
por sus siglas en inglés) y moléculas de fusién del ECD de NOPE para uso en el tratamiento de la atrofia muscular y
otros trastornos. Ademas, se proporcionan un polinucleétido que codifica una molécula de fusién del ECD de NOPE,
un vector que comprende dicho polinucleétido y una célula huésped que comprende dicho vector.

ANTECEDENTES

La pérdida de musculo esquelético y la debilidad fisica son una caracteristica comin de muchas afecciones de desuso,
tales como el reposo en cama y el envejecimiento, lesiones neuromusculares, tales como la ELA y lesiones de la
médula espinal, y enfermedades crénicas que incluyen el cancer, la diabetes y la insuficiencia cardiaca. La pérdida
de masa muscular disminuye la funcién fisica, pero también afecta negativamente el pronéstico del paciente y aumenta
la mortalidad (Cohen et al. Nature Rev Drug Disc 2015. 14, 58-74). Por lo tanto, existe una necesidad de terapias
eficaces para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades asociadas con disminuciones en cualquiera 0 una
combinacion de masa muscular, fuerza muscular y funciéon muscular.

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta, por sus siglas en inglés) contiene una
diversidad de factores de crecimiento secretados que comparten elementos de secuencia y motivos estructurales
comunes. La miostatina, también conocida como factor de diferenciacion del crecimiento (GDF-8), es un miembro de
la superfamilia TGF-B y esta altamente conservada en los mamiferos. La miostatina se ha caracterizado como un
regulador negativo de la masa del musculo esquelético (McPherron AC, Lawler AM, Lee SJ. 1997. Nature
387(6628):83-90) con inactivacion o neutralizacién genética de la miostatina asociada con un aumento de la masa
muscular durante el desarrollo y la edad adulta (Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350:2682-8 y Lee SJ Annu Rev
Cell Dev Biol. 2004;20:61-86). Ademas, los niveles circulantes de miostatina aumentan en muchas condiciones de
atrofia muscular (Han HQ, Mitch WE. Curr Opin Support Palliat Care diciembre de 2011; 5(4):334-41 y Elkina et al. J
Cachexia Sarcopenia Muscle 2011; 2:143-151). Enfoques para inhibir la miostatina como estrategia terapéutica en los
trastornos de atrofia y debilidad muscular han exhibido potencial con el bloqueo farmacolégico que muestra prevencion
o reversion de la pérdida de masa muscular y prolongacion de la vida util en diversos modelos animales de
enfermedades, incluyendo la caquexia por cancer y la insuficiencia renal (segun lo revisado por Curr Opin Drug Discov
Devel. julio de 2008; 11(4):487-94 e Int J Biochem Cell Biol. octubre de 2013;45(10):2333-47. }. Sin embargo, ninguna
terapia actual esta aprobada y, por lo tanto, sigue siendo necesaria.

Los polipéptidos NOPE aislados se describen, p. €j., en el documento US 2002/0102551 A1 y se describe que las
moléculas de acido nucleico NOPE pueden utilizarse en una diversidad de aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas
sin mencionar propésito terapéutico especifico alguno. Anteriormente se han descrito otras quimeras NOPE-Fc sin
describir funcién alguna ("Recombinant Mouse Nope Fc Chimera", Fearonetal, Keino Masuetal, Kolodziejetal,
Meyerhardt Vielmetteretal; 1 de enero de 2000 (01-01-2000), XP055385761). NOPE es una proteina que se une
directamente y neutraliza la miostatina, asi como un miembro de la familia GDF11 estrechamente relacionado, y
proporciona un enfoque novedoso para aumentar la masa del misculo esquelético. Esto puede ofrecer una terapia
eficaz para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades asociadas con la atrofia muscular.

SUMARIO

En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el
tratamiento de la atrofia muscular, lesién muscular, un trastorno degenerativo muscular o esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) en un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto con desgaste muscular tiene al menos una afeccion
seleccionada de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD, por sus siglas en inglés), enfermedad renal cronica,
enfermedad renal en fase terminal, insuficiencia cardiaca crénica, cancer, miopatia por enfermedad critica,
polineuropatia por enfermedad critica, apoplejia, lesion de la médula espinal, atrofia muscular espinal, esclerosis
multiple, leucoencefalopatia multifocal progresiva, encefalomielitis, mielinolisis pontina central, adrenoleucodistrofia,
degeneracién walleriana, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, lesion cerebral traumatica,
enfermedad de Alexander, enfermedad de Pelizaeus Merzbacher, leucodistrofia de células globoides y sarcopenia.

En algunas realizaciones, la lesion muscular se selecciona de lesién muscular relacionada con cirugia, lesién muscular
traumatica, lesion del misculo esquelético relacionada con el trabajo y lesion muscular relacionada con el sobre-
entrenamiento.

En algunas realizaciones, el trastorno degenerativo muscular se selecciona de distrofia muscular, distrofia mioténica,
polimiositis y dermatomiositis. En algunas realizaciones, el trastorno degenerativo muscular es distrofia muscular. En
algunas realizaciones, la distrofia muscular se selecciona de distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de
Becker, distrofia muscular congénita (Fukuyama), distrofia muscular de Emery Dreifuss, distrofia muscular de cinturas
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y distrofia muscular facioescapulohumeral. En algunas realizaciones, el trastorno degenerativo muscular es distrofia
miotonica. En algunas realizaciones, la distrofia miotonica se selecciona de distrofia mioténica tipo |, distrofia mioténica
tipo Il y miotonia congénita.

En diversas realizaciones, el tratamiento comprende al menos uno de retrasar la progresién de la atrofia muscular,
mejorar la distancia caminada de 6 minutos (MWD, por sus siglas en inglés) del sujeto, reducir el deterioro fisico,
retrasar la apariciéon de eventos que cambian la vida, mejorar la independencia, reducir las hospitalizaciones y retrasar
la necesidad de un arreglo de vida asistida. En algunas realizaciones, la 6MWD del sujeto aumenta en al menos 10
metros, o al menos 20 metros, o al menos 30 metros después de 12 meses de tratamiento. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende retrasar la necesidad de una silla de ruedas y/o retrasar la colocacién de un ventilador.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la ELA comprende al menos uno de retrasar la progresion de la ELA,
reducir el deterioro fisico, mejorar la capacidad vital forzada, ralentizar la disminucion de la capacidad vital forzada,
ralentizar la disminucién de la puntuacion del sujeto en la escala de calificacién funcional de la ELA (ALSFRS, por sus
siglas en inglés), mejorar la puntuacion del sujeto en la ALSFRS, retrasar la ocurrencia de eventos que cambian la
vida y mejorar el tiempo de supervivencia del sujeto. En algunas realizaciones, el método comprende retrasar una
traqueotomia y/o retrasar la colocacién de una gastrostomia endoscopica percutanea (PEG, por sus siglas en inglés).

En diversas realizaciones, la administracion del polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE aumenta la masa
muscular lenta tipo | y/o disminuye la masa grasa.

En diversas realizaciones, el polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE es una molécula de fusion del ECD
de NOPE. En algunas realizaciones, el polipéptido del ECD de NOPE o la molécula de fusion del ECD de NOPE es
capaz de unirse a miostatina con una Ko menor que 100 nM. En algunas realizaciones, el polipéptido del ECD de
NOPE o la molécula de fusién del ECD de NOPE inhibe la activacion de SMAD2/3 mediada por miostatina. En
algunas realizaciones, el polipéptido del ECD de NOPE o la molécula de fusién del ECD de NOPE comprende los
aminoacidos 25 a 620 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el polipéptido del dominio extracelular (ECD) de
NOPE es una molécula de fusién del ECD de NOPE. En algunas realizaciones, la molécula de fusién del ECD de
NOPE comprende un polipéptido del ECD de NOPE y un participante en la fusién. En algunas realizaciones, el
participante en la fusién es un Fc. En algunas realizaciones, la molécula de fusién del ECD de NOPE comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 19.

En un aspecto adicional, se proporciona una molécula de fusién del ECD de NOPE que comprende polipéptido del
ECD de NOPE y un participante en la fusién, en donde la molécula de fusién comprende los aminoacidos 26 a 620 de
SEQ ID NO: 1y el participante en la fusién es un Fc.

En alin otro aspecto, se proporciona un polinucleétido que codifica la proteina de fusiéon del ECD de NOPE de acuerdo
con la invencién.

En aun otro aspecto, se proporciona un vector que codifica la proteina de fusién del ECD de NOPE de acuerdo con la
invencién.

En aln otro aspecto, se proporciona una célula huésped que comprende el polinucleétido que codifica la proteina de
fusion del ECD de NOPE de acuerdo con la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 muestra un alineamiento de los dominios extracelulares de NOPE humano y de ratdn con la secuencia
sefial.

FIG. 2 muestra las estructuras de las construcciones de dominio extracelular (ECD)-FC de NOPE utilizadas
en los experimentos descritos en esta memoria.

FIG. 3A-D muestran (A, B) el cambio en la masa magra en ratones a los que se les administré6 ECD-FC de
NOPE mediante transfeccion hidrodinamica de la vena de la cola, (C, D) el cambio en la masa magra en
ratones a los que se les administroé proteina ECD-FC de NOPE purificada, como se describe en Ejemplo 2.
TA = musculo tibial anterior; EDL = muUsculo extensor largo de los dedos; gastroc = musculo gastrocnemio.

FIG. 4A-E muestran la unién de ECD-FC de NOPE de ratén a miostatina (A) pero no a pro-miostatina (B);
unién de ECD-FC de NOPE humano a miostatina (C); y ActR2b-FC, un inhibidor de la miostatina, que se une
a la miostatina (D). La constante de asociacion, la constante de disociacion y la afinidad de cada una de las
proteinas por la miostatina se muestran en (E), como se describe en el Ejemplo 3.

FIG. 5 muestra la inhibicién de miostatina por construcciones del ECD-FC de NOPE, como se describe en el
Ejemplo 4.
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FIG. 6 muestra el cambio en la masa magra en ratones a los que se les administraron determinadas
construcciones ECD-FC de NOPE mediante transfeccion hidrodinamica de la vena de la cola, como se
describe en el Ejemplo 4.

DESCRIPCION DETALLADA

Los autores de la presente invencién han descubierto que NOPE interactia con miostatina y otros ligandos y que las
construcciones de dominio extracelular (ECD)-FC de NOPE aumentan la masa magra en ratones cuando se
administran mediante transfeccidén hidrodinamica de la vena de la cola o como una proteina purificada. Por lo tanto,
la administracién de un NOPE, tal como un ECD de NOPE o variaciones, puede ser un tratamiento eficaz para
afecciones que implican lesién muscular y/o atrofia muscular.

Los encabezamientos de las secciones utilizados en esta memoria tienen Gnicamente fines organizativos y no deben
interpretarse como limitativos de la materia objeto.

Definiciones

Salvo que se definan de otro modo, las expresiones y los términos cientificos y técnicos utilizados en relacién con la
presente invencion tendran los significados que comprenden normalmente los expertos ordinarios en la técnica.
Ademas, a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos y expresiones en singular incluiran pluralidades
y los términos y expresiones en plural incluiran el singular.

Técnicas ejemplares utilizadas en relacién con ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, cultivo y
transformacién de tejidos (p. €., electroporacion, lipofeccién), reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion son
conocidas en la técnica. Muchas técnicas y procedimientos de este tipo se describen, p. gj., en Sambrook et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(2001)), entre otros lugares. Ademas, también se conocen en la técnica técnicas ejemplares para sintesis quimicas,
analisis quimicos, preparacion, formulacién y administracion farmacéutica, y tratamiento de pacientes.

En esta solicitud, el uso de "o0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. En el contexto de una reivindicacién
dependiente multiple, el uso de "o" se refiere a mas de una reivindicacién independiente o dependiente anterior
Unicamente como alternativa. A menos que se indique lo contrario, el término "incluyen” tiene el mismo significado
que "incluyen, pero no se limita a", el término "incluye" tiene el mismo significado que "incluye, pero no se limita a" y
el término "incluyendo" tiene el mismo significado que "incluyendo, pero no limitado a". De manera similar, la expresion
"tales como" tiene el mismo significado que la expresién "tales como, pero no limitado a". Ademas, términos tales
como "elemento" o "componente" abarcan tanto elementos como componentes que comprenden una unidad vy
elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se indique especificamente lo
contrario.

Tal como se utilizan de acuerdo con la presente divulgacion, se entendera que los siguientes términos y expresiones,
a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

Las expresiones "molécula de acido nucleico" y "polinucleétido” pueden utilizarse indistintamente y se refieren a
un polimero de nucleétidos. Polimeros de nucleétidos de este tipo pueden contener nucleétidos naturales y/o no
naturales, e incluyen, aunque sin limitacién, ADN, ARN y APN. "Secuencia de acido nucleico" se refiere a la
secuencia lineal de nucleétidos que comprende la molécula de acido nucleico o polinucledtido.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos, y no estan limitados a una longitud minima. Polimeros de residuos de aminoacidos de este tipo pueden
contener residuos de aminoacidos naturales o no naturales, e incluyen, aunque sin limitacién, péptidos, oligopéptidos,
dimeros, trimeros y multimeros de residuos de aminoacidos. La definicién abarca tanto las proteinas de longitud
completa como las proteinas variantes. Las expresiones también incluyen modificaciones tras la expresion del
polipéptido, por ejemplo, glucosilacién, sialilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Ademas, para los propdsitos
de la presente invencién, un "polipéptido" se refiere a una proteina que incluye modificaciones, tales como
eliminaciones, adicionales y sustituciones (en general de naturaleza conservadora), en la secuencia natural, siempre
que la proteina mantenga la actividad deseada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de
mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, tales como través de mutaciones de hospedadores que
producen las proteinas o errores debidos a amplificacién por PCR.

Un polipéptido de "secuencia nativa" comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que
un polipéptido que se encuentra en la naturaleza. Por tanto, un polipéptido de secuencia natural puede tener la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de origen natural de cualquier mamifero. Dicho polipéptido de secuencia
natural puede aislarse de la naturaleza o puede producirse por un medio recombinante o sintético. La expresion
polipéptido de "secuencia nativa" abarca especificamente formas truncadas o secretadas de origen natural del
polipéptido (p. ej., una secuencia de dominio extracelular), formas variantes que se producen de forma natural (p. €j.,
formas cortadas y empalmadas alternativamente) y variantes alélicas del polipéptido que se producen de forma natural.
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Una "variante" de polipéptido significa un polipéptido bioldgicamente activo que tiene al menos aproximadamente un
80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa de SEQ ID NO: 17 después
de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de
secuencia y no considerar sustitucion conservadora alguna como parte de la identidad de secuencia. Dichas variantes
incluyen, por ejemplo, polipéptidos en los que se afiaden o eliminan uno 0 mas residuos de amino&cidos en el extremo
N o C del polipéptido. En algunas realizaciones, una variante tendra al menos aproximadamente un 80 % de identidad
de secuencia de aminoacidos. En alguna realizacién, una variante tendra al menos aproximadamente un 90 % de
identidad de secuencia de aminoacidos. En alguna realizacién, una variante tendra al menos aproximadamente un
95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa. En alguna realizacién, una
variante tendra al menos aproximadamente un 97 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de
secuencia nativa.

Tal como se utiliza en esta memoria, " Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" y "homologia"
con respecto a un péptido, secuencia polipeptidica se definen como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia peptidica o polipeptidica
especifica, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo
de identidad de secuencia, y no considerar sustituciones conservadoras como parte de la identidad de secuencia. La
alineacién con propositos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede conseguirse
de diversas maneras que pertenecen a las habilidades de la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico
disponible al publico tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o MEGALIGNTM (DNASTAR). Los expertos en la
técnica pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo
necesario para conseguir el alineamiento maximo sobre la longitud completa de las secuencias que se estén
comparando.

La expresién "vecino de punc E11" y el término "NOPE" incluyen cualquier NOPE nativo de cualquier fuente de
vertebrados, incluyendo mamiferos tales como primates (p. €j., seres humanos) y roedores (p. €j., ratones y ratas), a
menos que se indique lo contrario. El término incluye NOPE de longitud completa y sin procesar, asi como cualquier
forma de NOPE que resulte del procesamiento en la célula o cualquier variante del mismo que conserve la capacidad
de unirse especificamente a miostatina con una afinidad (Kd) de menos de <1 uM, £ 100 nM o < 10 nM. El término
también abarca variantes que se producen de forma natural de NOPE, p. e/., variantes de corte y empalme o variantes
alélicas. En algunas realizaciones, NOPE es un NOPE humano con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1 (precursor, con péptido sefial) o SEQ ID NO: 2 (madura, sin péptido sefial). Un NOPE no humano ejemplar no
limitante es el NOPE de ratén con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 (precursor, con péptido sefial} o
SEQ ID NO: 4 (madura, sin péptido sefial).

La expresion "dominio extracelular NOPE" ("ECD de NOPE") incluye ECDs de NOPE de longitud completa y
variantes de ECD de NOPE, y se refiere a un polipéptido de NOPE que carece de los dominios intracelular y
transmembrana, con o sin un péptido sefial. En algunas realizaciones, un ECD de NOPE inhibe la sefializacién
mediada por miostatina. La expresion "ECD de NOPE de longitud completa”, tal como se utiliza en esta memoria,
se refiere a un ECD de NOPE que se extiende hasta el Gltimo amino&cido del dominio extracelular, y puede incluir o
no un péptido sefial N-terminal, e incluye variantes de corte y empalme naturales en el dominio extracelular. En algunas
realizaciones, un ECD de NOPE humano de longitud completa tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5
(con péptido sefial} o SEQ ID NO: 6 (sin péptido sefial). En algunas realizaciones, un ECD de NOPE de ratén de
longitud completa tiene la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 11 (con péptido sefial) o SEQ ID NO: 12 (sin
péptido sefial). Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "variantes de ECD de NOPE" se refiere a ECDs de
NOPE que contienen adiciones, deleciones y sustituciones de aminoacidos y que siguen siendo capaces de unirse a
miostatina. Variantes de este tipo pueden ser al menos 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticas
al ECD de NOPE original. El % de identidad de dos polipéptidos se puede medir mediante una puntuacién de similitud
determinada comparando las secuencias de aminoacidos de los dos polipéptidos utilizando el programa Bestfit con
las configuraciones predeterminadas para determinar la similitud. Bestfit utiliza el algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981) para encontrar el mejor segmento de similitud
entre dos secuencias.

La expresion "molécula de fusiéon del ECD de NOPE" se refiere a una molécula que comprende un ECD de NOPE y
uno o mas "participantes en la fusion". En alguna realizacion, el ECD de NOPE vy el participante en la fusién estan
enlazados covalentemente ("condensados"). Si el participante en la fusién es también un polipéptido ("el polipéptido
participante en la fusion"), el ECD de NOPE y el polipéptido participante en la fusiéon pueden ser parte de una
secuencia de aminoacidos continua, y el polipéptido participante en la fusién puede estar enlazado al extremo N o el
extremo C del ECD de NOPE. En tales casos, el ECD de NOPE y el polipéptido participante en la fusién pueden
traducirse como un unico polipéptido a partir de una secuencia codificante que codifica tanto el ECD de NOPE como
el polipéptido participante en la fusién (la "proteina de fusion de ECD de NOPE"). En algunas realizaciones, el ECD
de NOPE y el participante en la fusién estan enlazados covalentemente a través de otros medios, tales como, por
ejemplo, un enlace quimico distinto de un enlace peptidico. Se pueden utilizar muchos métodos conocidos para
enlazar covalentemente polipéptidos a otras moléculas (por ejemplo, participante en la fusién). En otras realizaciones,
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el ECD de NOPE y el participante en la fusién pueden fusionarse a través de un "enlazador", que esta compuesto por
al menos un aminoéacido o resto quimico.

En algunas realizaciones, el ECD de NOPE vy el participante en la fusién estan enlazados de forma no covalente. En
algunas realizaciones de este tipo, pueden estar enlazados, por ejemplo, utilizando pares de unién. Pares de unién
ejemplares incluyen, pero no se limitan a biotina y avidina o estreptavidina, un anticuerpo y su antigeno, etc.

Participantes en la fusién ejemplares incluyen, pero no se limitan a un dominio Fc de inmunoglobulina, albimina y
polietilenglicol. Las secuencias de aminoacidos de dominios Fc ejemplares no limitantes se muestran en las SEQ ID
NOs: 26 a 28.

En algunas realizaciones, una secuencia de aminoacidos de ECD de NOPE se deriva de la de un mamifero no
humano. En realizaciones de este tipo, la secuencia de aminoacidos de ECD de NOPE puede derivarse de mamiferos
que incluyen, pero no se limitan a roedores (incluyendo ratones, ratas, hamsteres), conejos, simios, felinos, caninos,
equinos, bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, animales mamiferos de laboratorio, animales mamiferos de granja,
animales mamiferos deportivos y mascotas mamiferos. Las moléculas de fusion ECD de NOPE que incorporan un
ECD de NOPE no humano se denominan "moléculas de fusion de ECD de NOPE no humanas". De manera similar
a las moléculas de fusién de ECD de NOPE humanas, las moléculas de fusién no humanas pueden comprender un
participante en la fusién, un enlazador opcional y un ECD de NOPE. Moléculas de fusion no humanas de este tipo
también pueden incluir un péptido sefial. Una "variante de ECD de NOPE no humana" se refiere a ECDs de NOPE
que contienen adiciones, deleciones y sustituciones de aminoacidos y que siguen siendo capaces de unirse a
miostatina del animal del que se derivé la secuencia.

Los términos "miostatina" y "MSTN" se refieren a miostatina madura, que, en algunas realizaciones de miostatina
humana, tiene la secuencia de SEQ ID NO: 20. Una secuencia de miostatina de ratén ejemplar no limitante se muestra
en SEQ ID NO: 23. El término "pro-miostatina" se refiere al propéptido de miostatina, con o sin la secuencia sefial
que, en algunas realizaciones de pro-miostatina humana, tiene la secuencia de SEQ ID NO: 21 (con secuencia sefial)
o0 SEQ ID NO: 22 (sin secuencia sefial). La pro-miostatina de raton ejemplar no limitante tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 24 (con secuencia sefial) o SEQ ID NO: 25 (sin secuencia sefial).

La expresién "actividad de miostatina” o "actividad biolégica" de miostatina, tal como se utiliza en esta memoria,
incluye cualquier efecto biolégico de miostatina. En algunas realizaciones, la actividad de miostatina incluye la
capacidad de miostatina de activar SMAD2/3. En el Ejemplo 4 se describe un ensayo ejemplar no limitante para
determinar la activacion de SMAD2/3 por miostatina.

En una realizacién ejemplar, un dominio extracelular (ECD) de NOPE reduce la cantidad de unién detectable de
NOPE a miostatina en al menos un 50 %. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de
NOPE reduce la cantidad de unién detectable de NOPE a miostatina en al menos un 60 %, al menos un 70 %, al
menos un 80 % 0 al menos un 90 %.

Los términos "inhibicion" o "inhibir" se refieren a una disminucién o cese de cualquier caracteristica fenotipica o a la
disminucion o cese en la incidencia, grado o probabilidad de esa caracteristica. En algunas realizaciones, por "reducir”
o "inhibir" se entiende la capacidad de provocar una disminucion del 20 % o mayor. En otra realizacion, por "reducir”
o "inhibir" se entiende la capacidad de provocar una disminucion del 50 % o mayor. En otra realizacién mas, por
"reducir" o "inhibir" se entiende la capacidad de provocar una disminucién global de un 75 %, 85 %, 90 %, 95 % o
mayor.

En algunas realizaciones, se considera que un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE "inhibe la
sefalizacion mediada por miostatina" cuando reduce la activacion de SMAD2/3 con una CI50 de menos de 10 nM
utilizando, p. €j., el ensayo descrito en el Ejemplo 4 en esta memoria. En algunas realizaciones, un polipéptido del
dominio extracelular (ECD) de NOPE reduce la activaciéon de SMAD2/3 con una CI50 de menos de 5 nM, o menos de
3 nM, o menos de 2 nM, o menos de 1 nM utilizando, p. €j., el ensayo descrito en Ejemplo 4 de esta memoria.

La expresion "peéptido senal" se refiere a una secuencia de residuos de aminoacidos ubicados en el extremo N de un
polipéptido que facilita la secrecion de un polipéptido a partir de una célula de mamifero. Un péptido sefial puede
escindirse tras la exportacion del polipéptido de la célula de mamifero, formando una proteina madura. Los péptidos
sefial pueden ser naturales o sintéticos y pueden ser heterélogos u homoélogos de la proteina a la que estan fijados.
Péptidos sefial ejemplares incluyen, pero no se limitan a los péptidos sefial de NOPE y miostatina. Péptidos sefial
ejemplares también incluyen péptidos sefial de proteinas heterdlogas. Una "secuencia sefal" se refiere a una
secuencia de polinucleétidos que codifica un péptido sefial. En algunas realizaciones, un polipéptido del ECD de
NOPE o una molécula de fusion del ECD de NOPE carece de un péptido sefial. En algunas realizaciones, un
polipéptido del ECD NOPE o una molécula de fusién del ECD de NOPE incluye al menos un péptido sefial, que puede
ser un péptido sefial NOPE nativo o un péptido sefial heterélogo.

El término "vector" se utiliza para describir un polinucleétido que puede ser modificado genéticamente para contener
un polinucleétido o polinucleétidos clonados que pueden propagarse en una célula huésped. Un vector puede incluir
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uno o mas de los siguientes elementos: un origen de replicacién, una o mas secuencias reguladoras (tales como, por
ejemplo, promotores y/o potenciadores) que regulan la expresiéon del polipéptido de interés, y/o uno o mas genes
marcadores seleccionables (tales como, por ejemplo, genes de resistencia a antibiticos y genes que pueden utilizarse
en ensayos colorimétricos, p. ., B-galactosidasa). La expresién "vector de expresion" se refiere a un vector que se
utiliza para expresar un polipéptido de interés en una célula huésped.

Una "célula huésped" se refiere a una célula que puede ser o ha sido receptora de un vector o polinucleétido aislado.
Las células huésped pueden ser células procaridticas o células eucaritticas. Células eucaridticas ejemplares incluyen
células de mamifero, tales como células animales de primate 0 no de primate; células fungicas, tales como levaduras;
células vegetales; y células de insectos. Células de mamifero ejemplares no limitantes incluyen, aunque sin limitacion,
células NSO, células PER.C6® (Crucell), y células 293 y CHO, y sus derivados, tales como células 293-6E y DG44,
respectivamente.

El término "aislado", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una molécula que se ha separado de al menos
algunos de los componentes con los que tipicamente se encuentra en la naturaleza o que se ha separado de al menos
algunos de los componentes con los que tipicamente se produce. Por ejemplo, un polipéptido se denomina "aislado”
cuando se separa de al menos algunos de los componentes de la célula en que se produjo. Cuando se secreta un
polipéptido mediante una célula después de la expresién, la separacién fisica del sobrenadante que contiene el
polipéptido de la célula que lo produce se considera que es "aislar" el polipéptido. De manera similar, un polinucleotido
se denomina "aislado" cuando no forma parte del polinucleétido mas grande (tal como, por ejemplo, ADN genoémico o
ADN mitocondrial, en el caso de un polinucleétido de ADN) en el que normalmente se encuentra en la naturaleza o se
separa de al menos algunos de los componentes de la célula en la que se produjo, p. €j., en el caso de un polinucleétido
de ARN. Por tanto, un polinucleétido de ADN que esta contenido en un vector dentro de una célula huésped puede
denominarse "aislado" siempre que ese polinucleétido no se encuentre en ese vector en la naturaleza.

Los términos "sujeto” y "paciente" se utilizan indistintamente en esta memoria para referirse a un ser humano. En
algunas realizaciones, el polipéptido de ECD de NOPE para uso en el tratamiento de otros mamiferos, que incluyen,
pero no se limitana roedores, simios, felinos, caninos, equinos, bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, animales
mamiferos de laboratorio, animales mamiferos de granja, animales mamiferos deportivos y también se proporcionan
mascotas mamiferos. En algunos casos, un "sujeto" o "paciente” se refiere a un sujeto o paciente que necesita
tratamiento para una enfermedad o trastorno.

El término "muestra” o "muestra de paciente", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a material que se ha
de obtener o derivar de un sujeto de interés que contiene una entidad celular y/u otra entidad molecular que se ha de
caracterizar y/o identificar, por ejemplo, basado en caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y/o fisiolégicas. Por
ejemplo, la expresion "muestra de enfermedad" y variaciones de la misma se refiere a cualquier muestra a obtener
de un sujeto de interés que se esperaria 0 se sabe que contiene la entidad celular y/o molecular que se ha de
caracterizar. Por "muestra de tejido o célula" se entiende una coleccion de células similares que se obtienen de un
tejido de un sujeto o paciente. La fuente de la muestra de tejido o célula puede ser tejido solido procedente de una
muestra o biopsia o aspirado de 6rgano o tejido fresco, congelado y/o conservado (incluyendo, por ejemplo, fluido de
lavado broncoalveolar y esputo inducido); sangre o cualquier componente de la sangre; fluidos corporales tales como
esputo, liquido cefalorraquideo, liquido amnioético, liquido peritoneal o liquido intersticial; células de cualquier momento
de la gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra de tejido también puede ser células o lineas celulares primarias o
cultivadas. Opcionalmente, la muestra de tejido o célula se ha de obtener de un tejido/6rgano enfermo. La muestra
de tejido puede contener compuestos que no se mezclan de forma natural con el tejido en la naturaleza, tales como
conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, nutrientes, antibidticos o similares.

Una "muestra de referencia", "célula de referencia" o "tejido de referencia", tal como se utiliza en esta memoria,
se refiere a una muestra, célula o tejido a obtener de una fuente que se sabe, o se cree, que no padece la enfermedad
o afeccién para para la cual se esta utilizando una composicién de la invencion. En una realizacién, se ha de obtener
una muestra de referencia, una célula de referencia o un tejido de referencia de una parte sana del cuerpo del mismo
sujeto o paciente en quien se esta identificando una enfermedad o afeccién utilizando una composicion o un método
de la invencién. En una realizacién, se ha de obtener una muestra de referencia, una célula de referencia o un tejido
de referencia de una parte sana del cuerpo de al menos un individuo que no es el sujeto o paciente en quien se esta
identificando una enfermedad o afeccién utilizando una composicién de la invencién. En algunas realizaciones, se
obtuvo previamente una muestra de referencia, una célula de referencia o un tejido de referencia de un paciente antes
de desarrollar una enfermedad o afeccion o en una fase anterior de la enfermedad o afeccion.

Una afeccion "se ha caracterizado previamente por tener [una caracteristica]" cuando una caracteristica de este
tipo de la afeccién se ha mostrado en al menos un subconjunto de pacientes con la afeccién, 0 en uno o0 mas modelos
animales de la afeccién. En algunas realizaciones, no es necesario determinar una caracteristica de este tipo de la
afeccién en el paciente a tratar con un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE. No es necesario haber
determinado la presencia de la caracteristica en un paciente especifico que ha de ser tratado utilizando las presentes
composiciones para que se considere que el paciente tiene una afeccidn que previamente se ha caracterizado por
tener la caracteristica.
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Un "trastorno” o una "enfermedad" es cualquier afecciéon que se beneficiaria del tratamiento con un polipéptido del
dominio extracelular (ECD) de NOPE de la invencion. Esto incluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas,
incluyendo aquellas condiciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestiéon. Ejemplos no
limitantes de trastornos a tratar en esta memoria incluyen canceres, enfermedades autoinmunitarias y enfermedades
neurodegenerativas.

"Desgaste muscular”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una disminucién en la masa muscular que, en
algunas realizaciones, acompafia a una afeccién que provoca directamente un desgaste muscular y/o da como
resultado un movimiento restringido, que puede conducir a desgaste muscular. Afecciones ejemplares no limitantes
que pueden estar asociadas con el desgaste muscular incluyen enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD),
enfermedad renal crénica, enfermedad renal en fase terminal, insuficiencia cardiaca cronica, cancer, miopatia por
enfermedad critica, polineuropatia por enfermedad critica, apoplejia, lesion de la médula espinal, atrofia muscular
espinal, esclerosis multiple, leucoencefalopatia multifocal progresiva, encefalomielitis, mielinolisis pontina central,
adrenoleucodistrofia, degeneracién walleriana, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, lesién cerebral
traumatica, enfermedad de Alexander, enfermedad de Pelizacus Merzbacher, leucodistrofia de células globoides y
sarcopenia.

"Trastorno degenerativo muscular’, como se utiliza en esta memoria, se refiere a un trastorno que perjudica el
funcionamiento de los musculos ya sea directamente (p. €j., una patologia que afecta al musculo) o indirectamente (p.
€j., una patologia que afecta a los nervios o las uniones neuromusculares). Trastornos degenerativos musculares
ejemplares no limitantes incluyen distrofia muscular, esclerosis lateral amiotréfica, distrofia miotdnica, polimiositis y
dermatomiositis.

"Tratamiento”, tal como se utiliza en esta memoria, cubre cualquier administracién o aplicacién de un agente
terapéutico para una enfermedad (a la que también se alude en esta memoria como "trastorno" o "afeccién") en un
mamifero, incluido un ser humano, e incluye inhibir o ralentizar la enfermedad o su progresion, inhibir o retardar la
enfermedad o su progresion, detener su desarrollo, aliviar parcial o totalmente la enfermedad, aliviar parcial o
totalmente uno o mas sintomas de una enfermedad, o restaurar o reparar una funcion perdida, que falta o defectuosa;
o estimular un proceso ineficiente.

La expresion "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz
para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz se refiere a una
cantidad eficaz, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o
profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE
de la invencién puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el
peso del individuo, y la capacidad del polipéptido del dominio extracelular (ECD) de provocar una respuesta deseada
en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz abarca una cantidad en la que cualquier efecto toxico o
perjudicial de un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE es superado por los efectos terapéuticamente
beneficiosos.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en las dosis y durante los periodos de
tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Tipica, pero no necesariamente, dado que se utiliza
una dosis profilactica en sujetos antes o en una fase anterior de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz
seria menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

Un "soporte farmacéuticamente aceptable" se refiere a una carga, diluyente, material encapsulante, auxiliar de
formulacién o soporte solido, semisélido o liquido no téxico convencional en la técnica para uso con un agente
terapéutico que juntos comprenden una "composicion farmacéutica" para administracion. a un sujeto. Un soporte
farmacéuticamente aceptable es atoxico para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones empleadas y es
compatible con otros ingredientes de la formulacién. El soporte farmacéuticamente aceptable es apropiado para la
formulacién empleada. Por ejemplo, si el agente terapéutico se ha de administrar por via oral, el soporte puede ser
una capsula de gel. Si el agente terapéutico se ha de administrar por via subcutanea, lo ideal es que el soporte no
sea irritable para la piel y no provoque una reaccion en el lugar de la inyeccién.

Un "articulo de manufactura" es cualquier manufactura (p. €j., un envase o recipiente) o kit que comprende al menos
un reactivo, p. €f., un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno, o una sonda para detectar
especificamente un biomarcador descrito en esta memoria. En algunas realizaciones, la manufactura o el kit se
promociona, distribuye o vende como una unidad para realizar los usos descritos en esta memoria.

Composiciones y usos terapéuticos

Usos en el Tratamiento de Enfermedades

Se proporcionan polipéptidos del dominio extracelular (ECD) de NOPE (incluyendo las moléculas de fusion de ECD

de NOPE) para uso en el tratamiento de seres humanos y otros mamiferos. Se proporcionan polipéptidos del dominio
extracelular (ECD) de NOPE para uso en el tratamiento de una enfermedad en seres humanos y otros mamiferos.
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Meétodos para Tratar el Desgaste Muscular

Los autores de la presente invencion han encontrado que los polipéptidos de ECD de NOPE y las moléculas de fusién
de ECD de NOPE aumentan la masa muscular y potencian la recuperacién después de una lesion por aplastamiento
del nervio in vivo. Ademas, los autores de la presente invencion han demostrado que NOPE se une a miostatina in
vitro, lo que sugiere que los polipéptidos de ECD de NOPE y las moléculas de fusién de ECD de NOPE pueden estar
actuando como una trampa de ligandos de miostatina e inhibiendo la sefializacién mediada por miostatina in vivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el
tratamiento del desgaste en un sujeto. En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido o molécula de fusién
del ECD de NOPE para uso en el tratamiento del desgaste en un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una
afeccion que provoca desgaste muscular. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una afeccion que conduce a la
inactividad, lo que resulta en desgaste muscular. Afecciones ejemplares no limitantes que pueden estar asociadas con
el desgaste muscular incluyen, pero no se limitan a enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), enfermedad
renal cronica, enfermedad renal en fase terminal, insuficiencia cardiaca crénica, cancer, miopatia por enfermedad
critica, polineuropatia por enfermedad critica, apoplejia, lesion de la médula espinal, atrofia muscular espinal,
esclerosis miltiple, leucoencefalopatia multifocal progresiva, encefalomielitis, mielinolisis pontina central,
adrenoleucodistrofia, degeneracién walleriana, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, lesién cerebral
traumatica, enfermedad de Alexander, enfermedad de Pelizaeus Merzbacher, leucodistrofia de células globoides y
sarcopenia.

En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el
tratamiento de la lesidn muscular en un sujeto. En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido del ECD de
NOPE o una molécula de fusién del ECD de NOPE para uso en el tratamiento de la lesién muscular en un sujeto.
Muchas circunstancias y eventos pueden provocar lesiones musculares, incluyendo, pero no limitadas a lesién
muscular relacionada con cirugia, lesibn muscular traumatica, lesidon del muisculo esquelético relacionada con el
trabajo y lesién muscular relacionada con el sobre-entrenamiento.

Ejemplos no limitantes de lesiones musculares relacionadas con la cirugia incluyen dafio muscular debido al reemplazo
de rodilla, reparacion del ligamento cruzado anterior (ACL, por sus siglas en inglés), cirugia plastica, cirugia de
reemplazo de cadera, cirugia de reemplazo de articulaciones, cirugia de reparacion de tendones, reparacién quirlrgica
de enfermedades y lesiones del manguito rotador y amputacion.

Ejemplos no limitantes de lesiones musculares traumaticas incluyen lesiones musculares en el campo de batalla,
lesiones musculares relacionadas con accidentes automovilisticos y lesiones musculares relacionadas con los
deportes. Lesiones traumaticas del misculo pueden incluir laceraciones, contusiones por fuerza contundente, heridas
de metralla, tirones o desgarros musculares, quemaduras, distensiones agudas, distensiones crénicas, lesiones por
estrés por peso o fuerza, lesiones por estrés repetitivo, lesion muscular por avulsién y sindrome compartimental.

En algunas realizaciones, la lesion muscular es una lesién muscular traumatica y el método de tratamiento proporciona
la administracién de al menos una dosis alta de un compuesto de la invencién inmediatamente después de la lesién
traumatica (por ejemplo, en el espacio de un dia de la lesién) seguida de la administracion periédica de una dosis baja
de un compuesto de la invencién durante el periodo de recuperacion.

Ejemplos no limitantes de lesiones musculares relacionadas con el trabajo incluyen lesiones provocadas por
movimientos altamente repetitivos, movimientos contundentes, posturas incémodas, acoplamiento mecanico
prolongado y contundente entre el cuerpo y un objeto, y vibracién. Las lesiones musculares relacionadas con el sobre-
entrenamiento incluyen dafios musculares no reparados o insuficientemente reparados que coinciden con una falta de
recuperacion o falta de aumento de la capacidad de trabajo fisico. En una realizacién adicional, la lesion muscular es
dafio muscular inducido por ejercicio o deportes que incluye dolor muscular de aparicién retardada (DOMS, por sus
siglas en inglés) inducido por ejercicio.

En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el
tratamiento del trastorno degenerativo muscular en un sujeto. En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido
de ECD de NOPE o una molécula de fusion del ECD de NOPE para uso en el tratamiento del trastorno degenerativo
en un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto con el trastorno degenerativo muscular ha experimentado desgaste
muscular. En algunas realizaciones, al sujeto con el trastorno degenerativo muscular se le ha diagnosticado el
trastorno, pero aun no ha experimentado un desgaste muscular significativo o detectable. Trastornos degenerativos
musculares ejemplares no limitantes incluyen, pero no se limitan a distrofia muscular, distrofia miotdnica, polimiositis
y dermatomiositis. Trastornos degenerativos musculares ejemplares no limitantes incluyen, pero no se limitan a
distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular congénita (Fukuyama), distrofia
muscular de Emery Dreifuss, distrofia muscular de cintura y distrofia muscular facioescapulohumeral. Distrofias
miotonicas ejemplares no limitativas incluyen, pero no se limitana a distrofia mioténica tipo |, distrofia mioténica tipo Il
y miotonia congénita.
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En algunas realizaciones, el tratamiento del desgaste muscular, una lesién muscular o un trastorno degenerativo
muscular comprende al menos uno de: retrasar la progresién del desgaste muscular, mejorar la distancia caminada
de 6 minutos (6MWD) del sujeto, reducir el deterioro fisico, retrasar la aparicion de eventos que cambian la vida,
mejorar la independencia, reducir las hospitalizaciones y retrasar la necesidad de un sistema de vida asistida En
algunas realizaciones, mejorar la distancia caminada de 6 minutos (6MWD) del sujeto significa que la 6MWD del sujeto
ha aumentado en al menos 10 metros, o al menos 20 metros, o al menos 30 metros después de 12 meses de
tratamiento. En otra realizacion, la preservacion de una 6MWD de un sujeto indicaria una buena eficacia en algunos
trastornos (p. ej., distrofia muscular de Duchenne). Eventos ejemplares no limitantes que cambian la vida incluyen ser
conectado a un ventilador y/o necesitar una silla de ruedas.

En algunas realizaciones, se proporciona un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el
tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) en un sujeto. En algunas realizaciones, se proporciona un
polipéptido del ECD de NOPE o una molécula de fusion del ECD de NOPE para uso en el tratamiento de la ALS en
un sujeto. En algunas realizaciones, se considera un tratamiento de la ELA cuando resulta en al menos uno de: retrasar
la progresién de la ELA, reducir el deterioro fisico, mejorar la capacidad vital forzada, ralentizar la disminucion de la
capacidad vital forzada, ralentizar la disminucién de la puntuacion del sujeto en la escala de calificacién funcional de
la ELA (ALSFRS), mejorar la puntuacién del sujeto en la ALSFRS, retrasar la ocurrencia de eventos que cambian la
vida y mejorar el tiempo de supervivencia del sujeto. En algunas realizaciones, se considera un tratamiento de la ELA
cuando resulta en retrasar una traqueotomia y/o retrasar la colocacion de una gastrostomia endoscoépica percutanea
(PEG).

Vias de Administracion y Soportes

En diversas realizaciones, los agonistas de NOPE se pueden administrar por via subcutanea o intravenosa. En
algunas realizaciones, el polipéptido del dominio extracelular (ECD) NOPE se puede administrar in vivo mediante
diversas vias, que incluyen, pero no se limitan a oral, intra-arterial, parenteral, intranasal, intramuscular, intracardiaca,
intraventricular, intratraqueal, bucal, rectal, intraperitoneal, por inhalacién, intradérmica, topica, transdérmica e
intratecal, o de otro modo, p. e, mediante implantacién. Las presente composiciones pueden formularse en
preparaciones en forma sodlida, semisdlida, liquida o gaseosa; incluyendo, aunque sin limitacién, comprimidos,
capsulas, polvos, granulos, pomadas, soluciones, supositorios, enemas, inyecciones, inhalantes y aerosoles. En
algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se suministra mediante terapia génica.
Como ejemplo no limitante, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido del dominio extracelular (ECD)
de NOPE puede recubrirse sobre microparticulas de oro y suministrarse por via intradérmica mediante un dispositivo
de bombardeo de particulas, o "pistola génica", p. /., como se describe en la bibliografia (véase, p. €j., Tang et al.,
Nature 356:152-154 (1992)).

En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE
(tal como la molécula de fusion del ECD de NOPE) se proporcionan en formulaciones con una amplia diversidad de
soportes farmacéuticamente aceptables (véase, p. gj., Gennaro, Remington: The Science and Practice of Pharmacy
with Facts and Comparisons: Drugfacts Plus, 202 ed. (2003); Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, 72 ed., Lippencott Williams y Wilkins (2004); Kibbe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients,
3?2 ed., Pharmaceutical Press (2000)). Estan disponibles diversos soportes farmacéuticamente aceptables, que
incluyen vehiculos, adyuvantes y diluyentes. Ademas, también estan disponibles diversas sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables, tales como agentes de ajuste del pH y tampén, agentes de ajuste de la tonicidad,
estabilizantes, agentes humectantes y similares. Soportes ejemplares no limitantes incluyen solucién salina, solucién
salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos.

En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE
se pueden formular para inyeccion, incluyendo la administraciéon subcuténea, disolviéndolas, suspendiéndolas o
emulsionandolas en un disolvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales u otros, glicéridos de acidos
alifaticos sintéticos, ésteres de acidos alifaticos superiores o propilenglicol; y, si se desea, con aditivos convencionales
tales como solubilizantes, agentes isotdnicos, agentes de suspensién, agentes emulsionantes, estabilizantes y
conservantes. En diversas realizaciones, las composiciones pueden formularse para inhalacién, por ejemplo, usando
propulsores aceptables presurizados tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similares. Las
composiciones también pueden formularse, en diversas realizaciones, en microcapsulas de liberacién mantenida, tal
como con polimeros biodegradables o no biodegradables. Una formulacién biodegradable ejemplar no limitante incluye
polimero de &cido polilactico-acido glicélico. Una formulaciéon no biodegradable ejemplar no limitante incluye un éster
de &cido graso de poliglicerol. Determinados métodos de generacion de formulaciones de este tipo se describen, por
ejemplo, en el documento EP 1 125 584 A1.

También se proporcionan envases de dosificacion farmacéutica que comprenden uno o mas recipientes, cada uno de
los cuales contiene una o mas dosis de un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE. En algunas
realizaciones, se proporciona una dosificacion unitaria en la que la dosificacién unitaria contiene una cantidad
predeterminada de una composicién que comprende un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE, con o
sin uno o mas agentes adicionales. En algunas realizaciones, una dosificacion unitaria de este tipo se suministra en
una jeringa prellenada de un solo uso para inyeccién. En diversas realizaciones, la composicion contenida en la
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dosificacion unitaria puede comprender solucion salina, sacarosa o similares; un tampon, tal como fosfato, o similares;
y/o formularse dentro de un intervalo de pH estable y eficaz. Como alternativa, en algunas realizaciones, la
composicién puede proporcionarse como un polvo liofilizado que puede reconstituirse tras la adicion de un liquido
apropiado, por ejemplo, agua estéril. En algunas realizaciones, la composicion comprende una 0 mas sustancias que
inhiben la agregacién de proteinas incluyendo, aunque sin limitacién, sacarosa y arginina. En algunas realizaciones,
una composicién de la invencién comprende heparina y/o un proteoglicano.

Las composiciones farmacéuticas se administran en una cantidad eficaz para el tratamiento o la profilaxis de la
indicacion especifica. La cantidad terapéuticamente eficaz depende tipicamente del peso del sujeto que se esté
tratando, su estado fisico o de salud, la extensién de la afeccién a tratar o la edad del sujeto que se esté tratando. En
algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar en una cantidad
en el intervalo de aproximadamente 50 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por
dosis. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar en una
cantidad en el intervalo de aproximadamente 100 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal por dosis. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede
administrar en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 100 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 20
mg/kg de peso corporal por dosis. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE
se puede administrar en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dosis.

En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar en una
cantidad en el intervalo de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1.000 mg por dosis. En algunas realizaciones,
un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar en una cantidad en el intervalo de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 500 mg por dosis. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio
extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 20 mg a
aproximadamente 300 mg por dosis. En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE
se puede administrar en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 200 mg por
dosis.

Las composiciones de polipéptidos del dominio extracelular (ECD) de NOPE pueden administrarse segin sea
necesario a los sujetos. En algunas realizaciones, se ha de administrar a un sujeto una dosis eficaz de un polipéptido
del dominio extracelular (ECD) de NOPE una o més veces. En diversas realizaciones, se debe administrar al sujeto
una dosis eficaz de un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE una vez al mes, menos de una vez al mes,
tal como, por ejemplo, cada dos meses, cada tres meses o cada seis meses. En otras realizaciones, se debe
administrar una dosis eficaz de un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE mas de una vez al mes, tal
como, por ejemplo, cada dos semanas, cada semana, dos veces por a la semana, tres veces a la semana, diariamente,
o multiples veces al dia. Se debe administrar al sujeto al menos una dosis eficaz de un polipéptido del dominio
extracelular (ECD) de NOPE. En algunas realizaciones, la dosis eficaz de un polipéptido del dominio extracelular
(ECD) de NOPE se puede administrar miltiples veces, incluyendo periodos de al menos un mes, al menos seis meses
o al menos un afio. En algunas realizaciones, se debe administrar un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de
NOPE a un sujeto segln sea necesario para aliviar uno o0 mas sintomas de una afeccion.

Terapia de Combinacion

Un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE de acuerdo con la invencién, incluyendo cualquier variante
funcional del mismo, puede administrarse a un sujeto que lo necesite en combinacién con otras sustancias
biolégicamente activas u otros procedimientos de tratamiento para el tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, el
polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se puede administrar solo o con otros modos de tratamiento.
Pueden proporcionarse antes, sustancialmente al mismo tiempo o después de otros modos de tratamiento.

En algunas realizaciones, un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE se ha de administrar a un sujeto
antes, durante o después de otro modo de tratamiento, tal como ejercicio y/o fisioterapia o cirugia.

Un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el tratamiento de determinadas distrofias
musculares, tales como la distrofia muscular de Duchenne, puede comprender, ademas, la administraciéon de un
corticosteroide. Un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el tratamiento de determinadas
distrofias mioténicas puede comprender, ademas, la administracién de un agente terapéutico seleccionado de
fenitoina, procainamida y quinina. Un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el tratamiento
de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) puede comprender, ademas, la administracién de riluzol.

Dominios Extracelulares (ECDs) de NOPE
ECDs de NOPE ejemplares no limitativos incluyen ECDs de NOPE de longitud completa y variantes de ECD de NOPE.

Los ECDs de NOPE se unen a miostatina. En algunas realizaciones, un ECD de NOPE inhibe la activaciéon de
SMAD2/3 mediada por miostatina. Los ECDs de NOPE pueden incluir o carecer de un péptido sefial. ECDs de NOPE
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ejemplares incluyen, pero no se limitana a ECDs de NOPE humanos que tienen secuencias de aminoacidos
seleccionadas de SEQ ID NOs: 5 (con péptido sefial) y 6 (sin péptido sefial) y SEQ ID NO: 8.

Variantes de ECD de NOPE incluyen variantes que comprenden una o mas adiciones, deleciones y/o sustituciones de
aminoacidos, y que siguen siendo capaces de unirse a miostatina. En algunas realizaciones, una secuencia variante
del ECD de NOPE es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia
correspondiente del ECD de NOPE original.

Participantes en la Fusion y Conjugados

En algunas realizaciones, un ECD de NOPE de la presente invencién se puede combinar con un polipéptido
participante en la fusién, lo que da como resultado una proteina de fusién. Estos polipéptidos participantes en la
fusién pueden facilitar la purificacién y pueden mostrar una semivida incrementada in vivo. Los polipéptidos
participantes en la fusién que tienen una estructura dimérica enlazada por disulfuro debido a la porcion IgG también
pueden ser mas eficaces para unir y neutralizar otras moléculas que la proteina de fusién monomérica ECD de NOPE
o la ECD de NOPE sola. Otros participantes en la fusion adecuados para los ECD de NOPE incluyen, por ejemplo,
polimeros, tales como polimeros hidrosolubles, el dominio constante de las inmunoglobulinas; toda o parte de la
albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés); fetuina A, fetuina B; un dominio de cremallera de leucina; un
dominio de trimerizacion de tetranectina; proteina de unién a manosa (también conocida como lectina de unién a
manosa), por ejemplo, proteina de unién a manosa 1; y una regién Fc, como se describe en esta memoria y se describe
adicionalmente en la Patente de EE.UU. N® 6.686.179.

Se puede preparar una molécula de fusién fijando poliaminoacidos o aminoacidos de punto de ramificaciéon al ECD de
NOPE. Por ejemplo, el poliaminoacido puede ser una proteina portadora que sirve para aumentar la semivida en
circulacion del ECD de NOPE (ademas de las ventajas conseguidas mediante una molécula de fusién). Para el
proposito terapéutico de la presente invencién, poliaminoacidos de este tipo deberian ser, idealmente, aquellos que
no creen una respuesta antigénica neutralizante u otras respuestas adversas. Poliaminoacidos de este tipo se pueden
elegir de albimina sérica (tal como HSA), fetuina A, fetuina B, derivado eritroide del factor nuclear de cremallera de
leucina-2 (NFE2), cremallera de leucina neurorretiniana, tetranectina u otros poliaminoacidos, por ejemplo, lisinas.
Como se describe en esta memoria, la ubicacién de fijacién del poliaminoacido puede ser en el extremo N o el extremo
C, u otros lugares intermedios, y también puede estar conectado mediante un resto enlazador quimico a la molécula
seleccionada.

Polimeros

Polimeros, por ejemplo, polimeros hidrosolubles, pueden ser Utiles en la presente invenciéon para reducir la
precipitacion del ECD de NOPE al que esta fijado el polimero en un entorno acuoso, tal como el que se encuentra
tipicamente en un entorno fisiolégico. Los polimeros empleados en la invencién seran farmacéuticamente aceptables
para la preparacion de un producto o composicion terapéutico.

Polimeros hidrosolubles adecuados y clinicamente aceptables incluyen, pero no se limitan a polietilenglicol (PEG),
propionaldehido de polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico) (PVA), polivinil pirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano,
copolimero de etileno/anhidrido maleico, poli(B-aminoacidos) (ya sean homopolimeros o copolimeros aleatorios),
poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de polipropilenglicol (PPG) y otros 6xidos de polialquileno,
copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (POG) (p. €j., glicerol) y otros polioles
polioxietilados, sorbitol polioxietilado o glucosa polioxietilada, acidos colénicos u otros polimeros de hidratos de
carbono, Ficoll, o dextrano y mezclas de los mismos.

Los polimeros utilizados en esta memoria, por ejemplo polimeros hidrosolubles, pueden tener cualquier peso molecular
y pueden estar ramificados o no ramificados. En algunas realizaciones, los polimeros tienen un peso molecular
promedio de entre 2 kDa y 100 kDa, entre 5 kDa y 50 kDa, o entre 12 kDa y 25 kDa. Generalmente, cuanto mayor
sea el peso molecular o cuantas mas ramificaciones, mayor sera la relacién polimero:proteina. También se pueden
utilizar otros tamafios, dependiendo del perfil terapéutico deseado; por ejemplo, la duracion de la liberacién sostenida;
los efectos, en su caso, sobre la actividad bioldgica; la facilidad de manipulacion; el grado o la falta de antigenicidad,
y otros efectos conocidos de un polimero en un ECD de NOPE de la invencion.

En algunas realizaciones, la presente invencién contempla el ECD de NOPE derivatizado quimicamente para incluir
restos mono o poli (p. ef., 2-4) PEG. La pegilacién puede llevarse a cabo mediante cualquiera de las reacciones de
pegilacién disponibles. Existe un cierto nimero de métodos de fijacion de PEG disponibles para los expertos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, los documentos EP 0 401 384; Malik et al., Exp. Hematol., 20:1028-1035 (1992);
Francis, Focus on Growth Factors, 3(2):4-10 (1992); documentos EP 0 154 316; EP 0 401 384; WO 92/16221; WO
95/34326; Chamow, Bioconjugate Chem., 5:133-140 (1994); Pat. de EE.UU. N° 5.252.714; y las otras publicaciones
citadas en esta memoria que se relacionan con la pegilacion.
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Marcadores

Los ECDs de NOPE de la presente invencién pueden condensarse a secuencias marcadoras, tales como un péptido
que facilita la purificacion del polipéptido condensado. La secuencia de aminoacidos marcadora puede ser un péptido
de hexa-histidina tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), entre
otros, muchos de los cuales estan disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 86:821-824 (1989), por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacién conveniente de la proteina de
fusion. Otra etiqueta peptidica Util para la purificacion, la etiqueta de hemaglutinina (HA), corresponde a un epitopo
derivado de la proteina HA de la influenza. (Wilson et al., Cell 37:767 (1984)). Cualquiera de estas fusiones anteriores
se puede modificar genéticamente utilizando el ECD de NOPE de la presente invencion.

Participantes en la Fusién de Dominios de Oligomerizacién

En diversas realizaciones, la oligomerizacion ofrece algunas ventajas funcionales a una proteina de fusion, que
incluyen, pero no se limitan a multivalencia, fuerza de unién incrementada y la funcion combinada de diferentes
dominios.  Por consiguiente, en algunas realizaciones, un participante en la fusién comprende un dominio de
oligomerizacién, por ejemplo, un dominio de dimerizaciéon. Dominios de oligomerizacién ejemplares incluyen, pero no
se limitan a dominios enrollados en espiral, incluyendo dominios enrollados en espiral alfa; dominios de colageno;
dominios similares a colageno; y determinados dominios de inmunoglobulina. Participantes en la fusiéon de
polipéptidos enrollados en espiral ejemplares incluyen, pero no se limitan al dominio enrollado en espiral de
tetranectina; el dominio enrollado en espiral de la proteina de la matriz oligomérica del cartilago; dominios enrollados
en espiral de angiopoyetina; y dominios de cremallera de leucina. Dominios de oligomerizacion de colageno o de tipo
colageno ejemplares incluyen, pero no se limitan a los que se encuentran en colagenos, lectina de unién a manosa,
proteinas A y D de tensioactivo pulmonar, adiponectina, ficolina, conglutinina, receptor eliminador de macrofagos y
emilina.

Participantes en la Fusion del Dominio Fc del Anticuerpo Inmunoglobulina

En la técnica se conocen muchos dominios Fc que pueden utilizarse como participantes en la fusién. En algunas
realizaciones, un participante en la fusién es un dominio Fc de inmunoglobulina. Un participante en la fusién de Fc
puede ser un Fc¢ de tipo salvaje que se encuentra en un anticuerpo que se produce de forma natural, o una variante
del mismo. Participantes en la fusién de Fc ejemplares no limitantes incluyen Fc que comprenden una bisagra y los
dominios constantes CH2 y CH3 de una IgG humana, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana. En algunas
realizaciones, un participante en la fusién de Fc comprende una mutacion C237S, por ejemplo, en una regién constante
de IgG1. Véase, p. e, SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, un participante en la fusién de Fc es una regién
constante de IgG4 humana. En algunas realizaciones de este tipo, la regién constante de IgG4 humana comprende
una mutacién S241P. Véase, p. e/, Angal et al. Mol. Immunol. 30(1): 105-108 (1993). En algunas realizaciones, un
participante en la fusién de Fc comprende dominios bisagra, CH2 y CH3 de IgG2 humana con una mutacién P331S,
como se describe en la Patente de EE.UU. N2 6.900.292. Participantes en la fusién de Fc ejemplares también incluyen,
pero no se limitan a IgA e IgM humanas. Determinados participantes en la fusiéon del dominio Fc ejemplares se
muestran en las SEQ ID NOs: 26 a 28.

En algunas realizaciones, la funcion efectora no es deseable. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la funcién
efectora puede no ser deseable en tratamientos de afecciones inflamatorias y/o trastornos autoinmunes. En algunas
realizaciones de este tipo, se selecciona o modifica genéticamente una regién constante de cadena pesada de IgG4
0 IgG2 humana. En algunas realizaciones, la regién constante de IgG4 comprende una mutacion S241P.

Participantes en la Fusiéon de Albumina y Participantes en la Fusiéon de Moléculas de Unién a Albumina

En algunas realizaciones, un participante en la fusién es una albimina. Albiminas ejemplares incluyen, pero no se
limitan a albUmina sérica humana (HSA) y fragmentos de HSA que son capaces de aumentar la semivida sérica o la
biodisponibilidad del polipéptido al que estan condensados. En algunas realizaciones, un participante en la fusion es
una molécula de unién a albumina, tal como, por ejemplo, un péptido que se une a albimina o una molécula que se
conjuga con un lipido u otra molécula que se une a albimina. En algunas realizaciones, se prepara una molécula de
fusion que comprende HSA como se describe, p. ej., en la Patente de EE.UU. N® 6.686.179.

Fijacion Ejemplar de los Participantes en la Fusion

El participante en la fusién puede estar fijado, ya sea de forma covalente o no covalente, al extremo N o al extremo C
del ECD de NOPE. La fijacién también puede ocurrir en una ubicacion dentro del ECD de NOPE distinta del extremo
N o del extremo C, por ejemplo, a través de una cadena lateral de aminoacido (tal como, por ejemplo, la cadena lateral
de cisteina, lisina, serina o treonina).

En realizaciones de fijacion covalente o no covalente, se puede incluir un enlazador entre el participante en la fusién
y el ECD de NOPE. Enlazadores de este tipo pueden estar compuestos por al menos un aminoacido o resto quimico.
Métodos ejemplares de fijar covalentemente un participante en la fusion a un ECD de NOPE incluyen, pero no se
limitan a la traduccion del participante en la fusién y el ECD de NOPE como una Unica secuencia de aminoacidos y la
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fijacion quimica del participante en la fusién al ECD de NOPE. Cuando el participante en la fusién y el ECD de NOPE
se traducen como una secuencia de aminoacidos Unica, se pueden incluir aminoacidos adicionales entre el participante
en la fusién y el ECD de NOPE como un enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador se selecciona basandose
en la secuencia de polinucleétidos que lo codifica, para facilitar la clonacion del participante en la fusion y/o ECD de
NOPE en una Unica construccion de expresién (por ejemplo, un polinucleétido que contiene un sitio de restriccion
particular puede colocarse entre el polinucleétido que codifica el participante en la fusion y el polinucleétido que codifica
el ECD de NOPE, en donde el polinucleétido que contiene el sitio de restriccion codifica una secuencia de enlazador
de aminoacidos corta). Cuando el participante en la fusién y el ECD de NOPE se acoplan de forma covalente por
medios quimicos, tipicamente se pueden incluir enlazadores de diversos tamafios durante la reaccion de
acoplamiento.

Métodos ejemplares de fijacién no covalente de un participante en la fusién a un ECD de NOPE incluyen, pero no se
limitan a la fijacién a través de un par de unién. Pares de unién ejemplares incluyen, pero no se limitan a biotina y
avidina o estreptavidina, un anticuerpo y su antigeno, etc.

Propiedades Ejemplares de ECDs de NOPE y Moléculas de Fusion del ECD de NOPE

En algunas realizaciones, un ECD de NOPE o una molécula de fusién del ECD de NOPE se une a miostatina e inhibe
la activacion de SMAD2/3 mediada por miostatina. En algunas realizaciones, la molécula de fusién del ECD de NOPE
se une a miostatina con una afinidad de unién (Kp) de menos de 50 nM, menos de 20 nM, menos de 10 nM, menos
de 1 nM o menos de 0,1 nM. En algunas realizaciones, una molécula de fusién del ECD de NOPE bloquea la unién
de miostatina a NOPE nativo.

Péptidos Seiial

Con el fin de que algunas proteinas secretadas se expresen y secreten en grandes cantidades, puede ser deseable
un péptido sefial de una proteina heteréloga. El empleo de péptidos sefial heterdlogos puede ser ventajoso porque
un polipéptido maduro resultante puede permanecer inalterado a medida que el péptido sefial se elimina en el RE
durante el proceso de secrecion. Se puede requerir la adicion de un péptido sefial heterélogo para expresar y secretar
algunas proteinas.

Se describen secuencias de péptidos sefial ejemplares no limitantes, p. €j., en la Base de Datos de Péptidos Sefial en
linea mantenida por el Departamento de Bioquimica de la Universidad Nacional de Singapur. Véase Choo et al., BMC
Bioinformatics, 6: 249 (2005); y publicacién PCT n.° WO 2006/081430.

Modificaciones Co-Traduccionales y Post-Traduccionales

En algunas realizaciones, un polipéptido tal como un ECD de NOPE se modifica diferencialmente durante o después
de la traduccion, por ejemplo mediante glicosilacion, sialilacion, acetilacion, fosforilacién, amidacion, derivatizacion
mediante grupos protectores/de bloqueo conocidos, escision proteolitica o enlace a una molécula de anticuerpo. u otro
ligando celular. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas se puede llevar a cabo mediante técnicas
conocidas, que incluyen, pero no se limitan a escision quimica especifica mediante bromuro de cianégeno, tripsina,
quimotripsina, papaina, proteasa V8; NABH4acetilacion; formilacion; oxidacién; reduccion; y/o sintesis metabdlica en
presencia de tunicamicina.

Modificaciones post-traduccionales adicionales abarcadas por la invencién incluyen, por ejemplo, cadenas de hidratos
de carbono enlazadas por N o enlazadas por O; procesamiento de extremos N-terminal o C-terminal; fijacion de restos
quimicos ala cadena principal de aminoacidos; modificaciones quimicas de cadenas de hidratos de carbono enlazadas
por N o enlazadas por O; y adicion o delecién de un residuo de metionina N-terminal como resultado de la expresién
de una célula huésped procariotica.

Moléculas de Acido Nucleico que Codifican el polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE

En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de &cido nucleico que comprenden polinucleétidos que codifican
moléculas de fusién del ECD de NOPE. También se proporcionan moléculas de acido nucleico que comprenden
polinucleétidos que codifican moléculas de fusién del ECD de NOPE en las que el ECD de NOPE vy el participante en
la fusién se traducen como un Unico polipéptido.

En algunas realizaciones, un polinuclestido que codifica un ECD de NOPE comprende una secuencia de nucle6tidos
que codifica un péptido sefial que, cuando se traduce, se condensara al extremo N del ECD de NOPE. Como se
comento6 anteriormente, el péptido sefial puede ser el péptido sefial NOPE nativo o puede ser otro péptido sefial
heter6logo. En algunas realizaciones, la molécula de &acido nucleico que comprende el polinucleétido que codifica el
gen de interés es un vector de expresién que es adecuado para la expresién en una célula huésped seleccionada.
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Pueden construirse moléculas de &cido nucleico utilizando técnicas de ADN recombinante convencionales en la
técnica. En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico es un vector de expresion que es adecuado para
su expresion en una célula huésped seleccionada.

Vectores de Expresion y Produccion de Polipéptidos

Se proporcionan vectores que comprenden polinucleétidos que codifican moléculas de fusion del ECD de NOPE.
Vectores de este tipo incluyen, pero no se limitan a vectores de ADN, vectores de fagos, vectores virales, vectores
retrovirales, etc.

En algunas realizaciones, se selecciona un vector que esta optimizado para la expresion de polipéptidos en células
CHO o derivadas de CHO, o en células NSO. Vectores ejemplares de este tipo se describen, p. g/., en Running Deer
et al., Biotechnol. Prog. 20: 880-889 (2004).

En algunas realizaciones, se elige un vector para la expresion in vivo de un polipéptido del dominio extracelular (ECD)
de NOPE en animales, incluyendo seres humanos. En algunas realizaciones de este tipo, la expresion del polipéptido
o polipéptidos esta bajo el control de un promotor o promotores que funcionan de una manera especifica para el tejido.
Por ejemplo, promotores especificos para el higado se describen, p. €., en la Publicacion PCT N WO 2006/076288.

Células huésped

En diversas realizaciones, los ECDs de NOPE y/o las moléculas de fusion que comprenden cualquiera de ellos pueden
expresarse en células procariodticas, tales como células bacterianas; o en células eucariéticas, tales como células
fingicas, células vegetales, células de insectos y células de mamiferos. Una expresion de este tipo puede realizarse,
por ejemplo, de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Células eucaridticas ejemplares que pueden
utilizarse para expresar polipéptidos incluyen, pero no se limitan a células COS, incluyendo células COS 7, células
293, incluyendo células 293-6E; células CHO, incluyendo células CHO-S y DG44; células PER.C8® (Crucell); y células
NSO. En algunas realizaciones, se selecciona una célula huésped eucaridtica particular en base a su capacidad de
realizar modificaciones post-traduccionales deseadas en las ECDs de NOPE y/o moléculas de fusién. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, las células CHO producen polipéptidos que tienen un mayor nivel de sialilacién que el mismo
polipéptido producido en células 293.

La introduccién de uno o mas acidos nucleicos en una célula huésped deseada se puede lograr mediante cualquier
método, incluyendo, pero no limitados a transfeccion con fosfato célcico, transfeccidon mediada por DEAE-dextrano,
transfeccion mediada por lipidos catiénicos, electroporacion, transduccion, infeccion, etc. Métodos ejemplares no
limitantes se describen, p. e/., en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press (2001). Los &cidos nucleicos pueden transfectarse de forma transitoria o estable en las células
huésped deseadas, de acuerdo con cualquier método adecuado.

En algunas realizaciones, se pueden producir uno o mas polipéptidos in vivo en un animal que ha sido modificado
genéticamente o transfectado con una o mas moléculas de &cido nucleico que codifican los polipéptidos, de acuerdo
con cualquier método adecuado.

Purificacion de Polipéptidos

Los ECDs de NOPE y las moléculas de fusion que comprenden cualquiera de ellos pueden purificarse mediante
cualquier método adecuado. Métodos de este tipo incluyen, aunque sin limitacién, el uso de matrices de afinidad o
cromatografia de interaccion hidrofoba. Ligandos de afinidad adecuados incluyen cualquier ligando que se una a
NOPE (tal como miostatina) o que se una al participante en la fusiéon. Ademas, se puede utilizar una columna de
Proteina A, Proteina G, Proteina A/G o una columna de afinidad de anticuerpos para unirse a un participante en la
fusion de Fc para purificar una molécula de fusién.

En algunas realizaciones, también se utiliza cromatografia interactiva hidréfoba, por ejemplo, una columna de butilo o
fenilo, para purificar algunos polipéptidos. Muchos métodos de purificacién de polipéptidos son conocidos en la
técnica.

Articulos de Manufactura

En esta memoria se describe un articulo de manufactura o un kit que contiene materiales Utiles para la deteccion de
un biomarcador (p. ej., NOPE o miostatina) o para el tratamiento, la prevencién y/o el diagnéstico de los trastornos
arriba descritos. El articulo de manufactura comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en el recipiente o
asociado con él. Recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, etc. Los recipientes pueden
formarse a partir de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. En algunas realizaciones, el recipiente
contiene una composiciéon que es eficaz por si sola o combinada con otra composicién para tratar, prevenir y/o
diagnosticar la afeccion y puede tener una lumbrera de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa
de solucién intravenosa o un vial). con un tapon perforable con una aguja de inyeccién hipodérmica). La etiqueta o el

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2981471713

prospecto indica que la composicién se utiliza para tratar la afeccién de eleccion. En algunas realizaciones, el articulo
de manufactura puede comprender (a) un primer recipiente con una composicién contenida en el mismo, en donde la
composicion comprende un polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE de la invencién; y (b) un segundo
recipiente con una composicion contenida en el mismo, en donde la composicién comprende un agente terapéutico
adicional. El articulo de manufactura puede comprender, ademas, un prospecto que indique que las composiciones
se pueden utilizar para tratar una afeccién particular. Alternativa, o adicionalmente, el articulo de manufactura puede
comprender, ademas, un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal
como agua bacteriostatica para inyeccién (BWFI, por sus siglas en inglés), solucién salina tamponada con fosfato,
solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir, ademas, otros materiales deseables desde un punto de vista
comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

En algunas realizaciones, las moléculas de la presente invencién se pueden envasar solas o en combinacioén con otros
compuestos terapéuticos en forma de un kit. En una realizacion, el compuesto terapéutico es un agente
anticancerigeno. En otra realizacién, el compuesto terapéutico es un agente inmunosupresor. El kit puede incluir
componentes opcionales que ayudan en la administracion de la dosis unitaria a los pacientes, tales como viales para
reconstituir formas en polvo, jeringas para inyeccion, sistemas de administracion IV personalizados, inhaladores, etc.
Adicionalmente, el kit de dosis unitaria puede contener instrucciones para la preparacion. y administracién de las
composiciones. El kit puede fabricarse como una dosis unitaria de uso Unico para un paciente, usos multiples para un
paciente particular (a una dosis constante o en la que los compuestos individuales pueden variar en potencia a medida
que avanza la terapia); o el kit puede contener multiples dosis adecuadas para la administracion a multiples pacientes
("envase a granel"). Los componentes del kit pueden ensamblarse en cajas de carton, blisters, botellas, tubos y
similares.

EJEMPLOS

Los ejemplos comentados a continuacion estan destinados a ser simplemente ejemplares de la invencién y no debe
considerarse que limiten la invencién de modo alguno. Los ejemplos no pretenden representar que los experimentos
siguientes sean todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos por garantizar la precisién con
respecto a los numeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, efc.), pero deben tenerse en cuenta algunos
errores experimentales y desviaciones. A menos que se indique lo contrario, las partes son en peso, el peso molecular
es el peso molecular promedio, la temperatura estéa en grados Centigrados y la presion es atmosférica o préxima a la
atmosférica.

Ejemplo 1: Construccion, expresion y purificacion de determinadas proteinas de fusion del ECD de NOPE

Construcciones que codifican las moléculas de fusién del dominio extracelular (ECD)-Fc de NOPE humano (Gen ID
57722) y NOPE de ratén (Gen ID 56741) se clonaron y expresaron a partir del vector pTT5 (Biotechnology Research
Institute, Montreal, Canada). Se construyeron derivados truncados de la molécula de fusién del ECD-Fc de NOPE
humana o de ratén utilizando la PCR y técnicas de mutagénesis convencionales. En la Figura 1 se muestran la
secuencia de proteina primaria y la estructura de dominio del resto ECD-Fc de NOPE humano y de ratén en la
construccion parental. Se crearon derivados ECD-Fc de NOPE truncados para definir dominios importantes para la
funcién de NOPE. La Figura 2 enumera las diversas proteinas de fusion NOPE-Fc utilizadas en estos ejemplos con
nombres y breves descripciones.

Para experimentos de confirmacion in vivo (p. gj., Ejemplo 2), se cloné ECD-Fc de mNOPE (23-956) que contenia una
secuencia sefial CD33 humana en lugar de la secuencia sefial nativa en un vector Bacmam para la expresién
secretada en células CHO o HEK mediante tecnologia Bacmam. La proteina secretada se purificé utilizando afinidad
por MabSelectSure Protein A seguido de cromatografia de exclusién por tamafio Superdex-200. Para experimentos
de unién in vitro (Ejemplo 3), la produccion de ECD-Fc de NOPE y sus derivados se logré mediante transfeccion
transitoria mediada por PEI de células CHO-3E7 cultivadas en CD DG44 (Invitrogen, Grand Island, NY). Las proteinas
secretadas se purificaron en una columna HiTrap Protein A (GE Healthcare, Pittsburg, PA).

Ejemplo 2: NOPE aumenta la masa muscular in vivo

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si la inyeccion hidrodinamica en la vena de la cola de un vector de
ADN que codifica ECD-FC de mNOPE (1-955) tiene un impacto en el crecimiento muscular in vivo. Se asignaron
aleatoriamente ratones BalbC hembra (Charles River Labs, Wilmington, MA) a 2 grupos de tratamiento de 10 ratones
cada uno. El dia 0, los ratones fueron sometidos a un analisis de masa magra (EchoMRI®, Houston, TX) para
establecer mediciones iniciales. Una vez que se registraron las mediciones iniciales, los ratones se transfectaron
hidrodinamicamente con ECD-FC de mNOPE (1-955) o control de Vehiculo. Los dias 7, 21, 27 se midi6 la masa
magra. La exposicién a ECD-FC de mNOPE (1-955) demostré efectos anabélicos en la masa magra en el espacio de
los 7 dias posteriores a la dosificacién (Figura 3A). El aumento de masa magra persistié durante todo el estudio.
Después de 27 dias, se recogieron y pesaron los 6rganos de masa magra para confirmar que el aumento de masa
magra era especifico para el musculo. El anabolismo de la masa magra se tradujo en un aumento significativo del
musculo esquelético en animales expuestos a ECD-FC de mNOPE (1-955); sin embargo, el higado, un érgano magro
no muscular, no se vio afectado (Figura 3B).
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Los autores de la invencion confirmaron estos hallazgos con proteina purificada. Se construyé ECD-FC de mNOPE
(23-956), se expreso transitoriamente y se purificdé como se describe en el Ejemplo 1. Se asignaron aleatoriamente
ratones BalbC hembra (Charles River Labs, Wilmington, MA) a 2 grupos de tratamiento de 10 ratones cada uno. El
dia 0, los ratones fueron sometidos a un andlisis de masa magra como se describié anteriormente para establecer
mediciones iniciales. Una vez que se registraron las mediciones iniciales, a los ratones se les administré vehiculo o
45 mg/kg de proteina ECD-FC de mNOPE (23-956) recombinante purificada dos veces por semana. Los dias 6, 11,
14 y 17 se midi6 la masa magra. La exposicién a NOPE demostré un efecto anabdlico en la masa magra en el espacio
de los 6 dias posteriores a la primera dosis (Figura 3C). El aumento de masa magra persistié durante todo el estudio.
Después de 17 dias, se recogieron y pesaron los érganos. El anabolismo de la masa magra se tradujo en un aumento
significativo del peso del musculo esquelético y del corazén en animales expuestos a ECD-FC (23-956) de mNOPE,
mientras que el higado permanecié sin cambios (Figura 3D). Estos resultados confirman las observaciones de los
autores de la invencion mediante transfeccion hidrodinamica de que la exposicién sistémica a NOPE conduce al
anabolismo muscular en ratones.

Ejemplo 3: NOPE se une a miostatina in vitro

La tecnologia de resonancia de plasmon de superficie Biacore® T100 (GE, NY, EE.UU.) se utiliz6 para determinar la
afinidad de NOPE-FC humano y de ratén por la miostatina y la pro-miostatina (R&D Systems, Minneapolis, MN). Se
selecciond la miostatina para determinar si un mecanismo para fomentar el crecimiento muscular in vivo era actuar
como trampa de ligando de miostatina en la circulacion. Se construyeron ECD-FC (1-957) de hNOPE y ECD-FC (1-
955) de mMNOPE, se expresaron transitoriamente y se purificaron como se describe en el Ejemplo 1.

Brevemente, un anticuerpo anti-humano (GE Lifesciences, NY, EE.UU.) se enlaz6 a un chip CM4 mediante
acoplamiento de aminas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tanto ECD-FC (1-957) de hNOPE como
ECD-FC (1-955) de mNOPE se capturaron en el chip mediante interaccion con el anticuerpo anti-humano. Una celda
de flujo sin ECD-FC de NOPE sirvi6 como control de referencia. La miostatina y la promiostatina se adquirieron de
R&D Systems (MN, EE.UU.). Se inyect6 una respuesta a la dosis de miostatina o pro-miostatina y luego se monitorizé
la disociacion a lo largo del tiempo. La constante de asociacion, la constante de disociacion y la afinidad de la proteina
ECD-FC de NOPE o del receptor de activina 2B-FC (R&D Systems, MN, EE.UU.), un control positivo para la unién de
miostatina, se calcularon utilizando el paquete de software de evaluacion Biacore T100 utilizando el modelo de unién
Langmuir 1:1. La afinidad por el ECD-FC (1-957) de NOPE humano y el ECD-FC (1-955) de NOPE de raton por MSTN
son 0,2 nMy 0,8 nM, respectivamente, mientras que la afinidad por el control positivo, ActR2b-FC es 2,5 nM. ECD-
FC de NOPE y ActR2b-FC no se unen a pro-MSTN. Como se muestra en la Figura 4, las proteinas NOPE tienen
afinidades similares por la miostatina y no se unen a la pro-miostatina.

Ejemplo 4: Estudios de estructura-funcion identifican los dominios funcionales de NOPE

Para comprender la implicacion funcional de la interaccién entre NOPE y miostatina, los autores de la invencion
emplearon un ensayo informador basado en células para testar la capacidad de NOPE de inhibir la sefializacion de
miostatina. Ademas, crearon mutantes de truncamiento para determinar los dominios funcionales importantes de
NOPE como se describe en el Ejemplo 1. La luciferasa Cignal Lenti Smad 2/3 (Qiagen) se transformé en células
HEK293 y se utilizé para testar la capacidad de las proteinas NOPE de inhibir la miostatina dependiente de la
activacion de SMAD2/3. Se gener6 una curva de dosis-respuesta de miostatina para determinar la CE80 de la
actividad de SMAD2/3. Se expuso 0,1 nM de miostatina, CE80, a una dosis respuesta de ECD-FC (1-955) de mNOPE,
ECD-FC (1-957) de hNOPE, ECD-FC (1-427) de hNOPE, ECD-FC (1-620) de hNOPE y ECD-FC (427-955) de hNOPE.
Como se demuestra en la Figura 5, la interaccién con NOPE da como resultado la neutralizacion de la actividad de
miostatina. La CI50 de la inhibicién de miostatina por ECD-FC (1-957) de hNOPE y ECD-FC (1-620) de hNOPE es
de 0,5y 0,17 nM, respectivamente. ECD-FC (1-955) de mNOPE tiene una CI50 de 0,068 nM que es 7 veces mayor
que ECD-FC (1-957) de hNOPE y 2,5 veces mayor que ECD-FC (1-620) de hNOPE. ECD-FC (1-427) de hNOPE y
ECD-FC (427-955) de hNOPE no inhibieron la activacién de Smad 2/3 inducida por miostatina (Figura 5).

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si la inyeccién hidrodindmica en la vena de la cola de las proteinas
NOPE tiene un impacto en el crecimiento muscular in vivo. Se asignaron al azar ratones BalbC hembra (Charles River
Labs, Wilmington, MA) a 4 grupos de tratamiento de 10 ratones cada uno (Figura 6). El dia 0, los ratones fueron
sometidos a un analisis de masa magra como se describid en el Ejemplo 2 para establecer mediciones iniciales. Una
vez que se registraron las mediciones iniciales, los ratones se transfectaron hidrodinamicamente con ECD-FC (1-955)
de mNOPE, ECD-FC (1-619) de mNOPE o ECD-FC (623-955) de mNOPE o control de Vehiculo. Los dias 7 y 14 se
midié la masa magra. La exposicién a ECD-FC (1-955) de mMNOPE, asi como de ECD-FC (1-619) de mNOPE demostré
efectos anabdlicos en la masa magra en el espacio de 7 dias de la exposicién. El aumento de masa magra persistio
durante todo el estudio. Después de 14 dias, se recogieron y pesaron los 6rganos de masa magra para confirmar que
el aumento de masa magra era especifico para el musculo. El anabolismo de la masa magra se traduce en un aumento
significativo del musculo esquelético en animales expuestos a ECD-FC (1-955) de mNOPE y ECD-FC (1-619) de
mNOPE, mientras que el higado no se vio afectado. ECD-FC (623-955) de mNOPE no tuvo efecto alguno sobre la
masa magra o el peso muscular.
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NOPE maduro humano (25-1250), sin péptido sefial

Descripcion

sefial

Precursor de NOPE humano (1-1250), con péptido

iSecuencia

{ MARGDAGRGR
! GPLQVILGPE
i EHDHLHLLPN
! CLAHGPLGVL
! RFECHIEGLP
i DVQESDAGPY
i GODVVIVAAP
! DGKPISTDVI
! DFATAAAELR
{ EPRPALRWLH
! GYYQCVAENS
! SSSAVLVAWE
! VNNDTTELQV
! HTLDDVPSAA
! KYKIEYGLGK
i ISAGTARGEG
! RMESLVVSWQ
| GGRGDQAWDV
! NKHEDGYAAV
! NSSTSIWLRW
! YTSSGEDILI
{ STLPDRPSTP
! YLILYSSNHT
i FKMGARTEVG
! VGVCLGLLCL
! LYSRARLGPP
! EVHSLMGGGV
i POAGPRPALT
i SPPACRNQVE
{ PEAPDLISGV
{ PEAASASCSY
! LPRSPVSSSA

i AAAAGPPTRV
| PNGSDESVPE
{ TLADFSLHPE
! VILPEEPRLI
{ HFSQEALLSV
! VVMECVASAD
| NAQPWHSGVY
i PEALSRTRAS
| VKVQGGGGSL
! AVVVREGTPS
! GFSLHYQKAR
! FYVVAYSQLG
i SDIRVAWLPL
! GNETQLMLNS
! PSMHNQSHVP
! YKLYWREVGA
! QYELTQLVPG
i PDMPIQRGPP
| VNYTVRFSPW
i FAVQSHGVDM
{ PSTVRLHWCP
! TQGNIFSAEV
! ITLQFKLSDS
! SPHRESLPGL
i LVHPHPQDWS
! ISWAQPSGLS
! QTLLLQALVY
i ASNGNPDLHL

GLLALTFCLL
QAAVILNCSLG
GSLWLSQPLA
ASQTAVVKLA
APIITWEKDQ
RCVATNSARQ
ENTTVVSGQS
VLGRTNLLIA
VLAAFAITQA
NGAPLRPNGR
AGMACAAASL
RPEMHSEQITI
RDLEPNTDYE
PQLSLSSPNP
EDQIFSTEVR
APSQWMHHRT
PPPHPTQISG
GPVRLKKKVK
WKGKTERKAPA
KKPDFTTVKI
GGLKPFTKYE
PSDLRLSPLT
QPEHQWTLLT
PGPFSRLQDV
LACMCAGLRR
SPPAAHELES
SEGRSHSKRK
RALLPPAGTG
AEVIVHSDFS
GDPGQGAAWL
PDLQPGEVLE

TWSKDGDTLL
AVGVIEGNYS
SQTVEENGTA
VLPNGVLOQIL
AHRGSLASTR
PTPFVSWVRQ
VCRANKPRTR
TARFVCRASG
VITQIGLQDA
APTRVTATPL
GMDNVEYQFA
ASRTSTPALV
PPSLSNGQVV
LOPNKVYRVR
FAPAELKVQA
EEEANGDRLP
RLYEVKLVAF
LPPAHVHAES
GLRNASLVTY
DGPFGSVVER
PTEPNGEIVE
HGLESDTRYF
LDMHSVTGIT
SSTATPGNPA
PPPSDVEDRA
WAGSWAGCEL
DAIKGNGRKK
QDLEPEDPLP

AARGELLLPQ
AAAAGPPTRV
PNGSDESVPE
TLADFSLHPE
VTLPEEPRLI
HFSQEALLSYV
VVMECVASAD
NAQPWHSGVY
PEALSRTRAS
VEVQGGGGSL
AVVVREGLPS
GFSLHYQKAR
FYVVAYSQLG
SDIRVAWLPL
GNETQLMLNS
PSMHNQSHVP
YKLYWREVGA
QYELTQLVPG
PDMPIQRGPP
VNYTVRESPW
FAVQSHGVDM
PSTVRLHWCP
TQGNIFSAEV
ITLQEKLSDS
SPHRESLPGL
LYHPHPQDWS
ISWAQPSGLS
QTLLLQATVY
ASNGNPDLHL
DRELGGCELA
ETPGDSCQLK

EHDHLHLLPN
CLAHGPLGVL
RFECHIEGLP
DVQESDAGPY
GQDVVIVAAP
DGKPISTDVI
DFATAAAFRLR
EPRPALRWLH
GYYQCVAENS
SSSAVLVAWE
VNNDTTELQV
HTLDDVPSAA
KYKIEYGLGK
ISAGTAAGEG
KMESLVVSWQ
GGRGDQAWDV
NKHEDGYAAV
NSSTSIWLRW
YTSSGEDILI
STLPDRPSTP
YLILYSSNHT
FEMGARTEVG
VGVCLGLLCL
LYSRARLGPP
EVHSIMGGGV
PQAGPRPALT
SPPACRNQVE
PEAPDLISGV

ETTVELSCGV
TWSKDGDTLL i
AVGVIEGNYS i
SQTVEENGTA
VLPNGVLQIL i
AHRGSLASTR i
PTPEVSWVRQ i
VCRANKPRTR |
TARFVCRASG
VITQIGLODA i
APTRVTATPL i
GMDNVEYQFA

ASRTSTPALV

PPSLSNGQVV
LOPNKVYRVR i
FAPAELKVQA i
EEEANGDRLP i
RLYEVKLVAF i
LPPAHVHAES
GLRNASLVTY i
DGPFGSVVER |
PTEPNGEIVE i
HGLESDTRYF i
LDMHSVIGIT i
SSTATPGNPA i
PPPSDVEDRA i
WAGSWAGCEL
DATKGNGRKK |
QDLEPEDPLP i
APGPDRLTCT, i
SPCPLGASPG i

;ELLLPQ ETTVELSCGV GPLQVILGPE QAAVLNCSLG

GSLWLSQPLA i
ASQTAVVKLA i
APIITWEKDQ i
RCVATNSARQ
ENTTVVSGQS |
VLGRTNLLIA
VLAAPAITOA |
NGAPLRPNGR
AGMACAAAST, i
RPEMHSEQTT i
RDLEPNTDYE
PQLSLSSPNP i
EDQIFSTEVR i
APSQWMHHRT :
PPPHPTQISG |
GPVRLKKKVK
WKGKTEKAPA |
KKPDFTTVKI i
GGLKPFTKYE
PSDLRLSPLT i
QPEHQWTLLT :
PGPFSRLQDV

TLACMCAGLRR i
SPPAAHELES |
SEGRSHSKRK i
RALLPPAGTG !
AEVIVHSDFS i
GDPGQGAAWL
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‘SEQ Descripcion iSecuencia
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‘NO
! DRELGGCELA APGPDRLTCL PEAASASCSY PDLQPGEVLE
{ ETPGDSCOLK SPCPLGASPG LPRSPVSSSA ;
3 Precursor de NOPE de ratén (1-1252), con péptido
: : sefial

{ MARADTGRGL LVLTFCLLSA RGELPLPQET TVKLSCDEGP :
! LOVILGPEQA VVLDCTLGAT AAGPPTRVTW SKDGDTVLEH |
! ENLHLLPNGS LWLSSPLEQE DSDDEEALRI WKVTEGSYSC

! LAHSPLGVVA SQVAVVKLAT LEDFSLEPES QIVEENGTAR |
! FECHTKGTL.PA PTTTWFEKDQV TVPEESRLIT TPNGVLQILD i
! VQDSDAGSYR CVATNSARQR FSQEASTTVA TRGSLEATRG |
! QDVVIVAAPE NTTVVSGQSV VMECVASADP TPFVSWVRQD |
i GKPISTDVIV LGRTINLLIAS AQPRHSGVYV CRANKPRTRD i
! FATAAAELRV LAAPATISQAP EALSRTRAST ARFVCRASGE |
! PRPALHWLHD GIPLRPNGRV KVQGGGGSLV ITQIGLQDAG i
! YYQCVAENSA GTACAAAPLA VVVREGLPSA PTRVTATPLS |
! SSSVLVAWER PELHSEQIIG FSLHYQKARG VDNVEYQFAV |
! NNDTTELQVR DLEPNTDYEF YVVAYSQLGA SRTSSPALVH :
{ TLDDVPSAAP QLTLSSPNPS DIRVAWLPLP SSLSNGQVLK |
! YKIEYGLGKE DQVFSTEVPG NETQLTLNSL QPNKVYRVRI i
! SAGTGAGYGV PSQWMQHRTP GVHNQSHVPF APAELKVRAK |
! MESTLVVSWQP PPHPTQISGY KLYWREVGTE EEADGDRPPG |
{ GRGDQAWDVG PVRLKKKVKQ YELTQLVPGR LYEVKLVAFN i
| KHEDGYAAVW KGKTERAPTP DLPIQRGPPL PPAHVHAESN |
! SSTSIWLRWK KPDFTTVKIV NYTVRFGPWG LRNASLVTYY i
! TSSGEDILIG GLKPFTKYEF AVQSHGVDMD GPFGSVVERS |
! TLPDRPSTPP SDLRLSPLTP STVRLEWCPP TEPNGEIVEY |
! LILYSNNHTQ PEHQWILLTT EGNIFSAEVH GLESDTRYFT |
! KMGARTEVGP GPFSRLODVI TLQKTFSDSL DVHAVIGIIV |
{ GVCLGLLCLL ACMCAGLRRS SHREALPGLS SSGTPGNPAL i
! YTRARLGPPS VPARHELESL VHPRPQDWSP PPSDVEDKAE |
! VHSIMGGSVS DCRGHSKRKT SWAQAGGPNW AGSWAGCELD |
i QGSGPRPATLT RALLPPAGTG QTLLIQATVY DATKSNGRKK i
! PSPACRNQVE AEVIVHSDFG ASKGCPDLHI, QDLEPEEPLT |
! AETLPSTSGA VDLSQGADWL GRELGGCQPT TSGPERLTCL i
! PEAASASCSC SDLQPSTAIE EAPGKSCQPK ALCPLTVSPS |
! LPRAPVSSAQ VP :
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NOPE maduro de ratén (23-1252), sin péptido sefial

;ELPLPQET TVKLSCDEGP LQVILGPEQA VVLDCTLGAT H
! AAGPPTRVTW SKDGDTVLEH ENLHLLPNGS LWLSSPLEQE
;DSDDEEALRI WEVTEGSYSC LAHSPLGVVA SQVAVVKLAT

! LEDFSLHPES QIVEENGTAR FECHTKGLPA PIITWEKDQV
;TVPEESRLIT LPNGVLQILD VQDSDAGSYR CVATNSARQR;
;FSQEASLTVA LRGSLEATRG QDVVIVAAPE NTTVVSGQSV
! VMECVASADP TPFVSWVRQD GKPISTDVIV LGRTNLLIAS
;AQPRHSGVYV CRANKPRTRD FATAAAELRV LAAPAISQAP
;EALSRTRAST ARFVCRASGE PRPALHWLHD GIPLRPNGRV
! KVOGGGGSLV ITQIGLODAG YYQCVAENSA GTACAAAPLA
;VVVREGLPSA PTRVTATPLS SSSVLVAWER PELHSEQIIG
! FSLHYQKARG VDNVEYQFAV NNDTTELQVR DLEPNTDYEF
;YVVAYSQLGA SRTSSPALVH TLDDVPSAAP QLTLSSPNPS
;DIRVAWLPLP SSLSNGOVLK YKIEYGLGKE DQVESTEVPG
! NETQLTLNSL QPNKVYRVRI SAGTGAGYGV PSQWMQHRTP
;GVHNQSHVPF APAELKVRAK MESLVVSWQP PPHPTQISGY
;KLYWREVGTE EEADGDRPPG GRGDQAWDVG PVRLKKKVKQ;
! YELTQLVPGR LYEVKLVAFN KHEDGYAAVW KGKTEKAPTP
;DLPIQRGPPL PPAHVHAESN SSTSIWLRWK KPDETTVKIV
! NYTVRFGPWG LRNASLVTYY TSSGEDILIG GLKPFTKYEF
;AVQSHGVDMD GPFGSVVERS TLPDRPSTPP SDLRLSPLTP
;STVRLHWCPP TEPNGEIVEY LILYSNNHTQ PEHQWTLLTT
! EGNIFSAEVH GLESDTRYFF KMGARTEVGP GPFSRLQDVI
;TLQKTFSDSL DVHAVTIGIIV GVCLGLLCLL ACMCAGLRRS

! SHREALPGLS SSGTPGNPAL YTRARLGPPS VPAAHELESL
;VHPRPQDWSP PPSDVEDKAE VHSLMGGSVS DCRGHSKRKI
;SWAQAGGPNW AGSWAGCELP QGSGPRPALT RALLPPAGTG;
! QTLLLQALVY DAIKSNGRKK PSPACRNQVE AEVIVHSDFG
;ASKGCPDLHL QDLEPEEPLT AETLPSTSGA VDLSQGADWL
;GRELGGCQPT TSGPERLTCL PEAASASCSC SDLQPSTAIE
! EAPGKSCQPK ALCPLTVSPS LPRAPVSSAQ VP

i Dominio extracelular (ECD) (1-957) de NOPE humano,
con péptido sefial
: MARGDAGRGR GLLALTFCLL AARGELLLPQ ETTVELSCGV
| GPLQVILGPE QAAVLNCSLG AAAAGPPTRV TWSKDGDTLL i
EEHDHLHLLPN GSLWLSQPLA PNGSDESVPE AVGVIEGNYS§
;CLAHGPLGVL ASQTAVVKLA TLADFSLHPE SQTVEENGTA
ERFECHIEGLP APIITWEKDQ VTLPEEPRLI VLPNGVLQIL§
;DVQESDAGPY RCVATNSARQ HFSQEALLSV AHRGSLASTR;
;GQDVVIVAAP ENTTVVSGQS VVMECVASAD PTPFVSWVRQ;
EDGKPISTDVI VLGRTNLLIA NAQPWHSGVY VCRANKPRTR
;DFATAAAELR VLAAPATTOQA PEALSRTRAS TARFVCRASG;
EEPRPALRWLH NGAPLRPNGR VEKVQGGGGSL VITQIGLQDA
;GYYQCVAENS AGMACAAAST AVVVREGLPS APTRVTATPL
;SSSAVLVAWE RPEMHSEQIT GFSLHYQKAR GMDNVEYQFA
EVNNDTTELQV RDLEPNTDYE FYVVAYSQLG ASRTSTPALV
;HTLDDVPSAA PQLSLSSPNP SDIRVAWLPIL PPSLSNGQVV
EKYKIEYGLGK EDQIFSTEVR GNETQILMLNS LQPNKVYRVR§
;ISAGTAAGFG APSQWMHHRT PSMHNQSHVP FAPAERLKVQA
;KMESLVVSWQ PPPHPTQISG YKLYWREVGA EEEANGDRLP
EGGRGDQAWDV GPVRLKKKVK QYELTQLVPG RLYEVKLVAF§
;NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA PDMPIQRGPP LPPAHVHAES
ENSSTSIWLRW KKPDEFTTVKI VNYTVRESPW GLRNASLVTY
;YTSSGEDILI GGLKXPFTKYE FAVQSHGVDM DGPEGSVVER
ESTLPDRPSTP PSDLRLSPLT PSTVRLHWCP PTEPNGEIVE
;YLILYSSNHT QPEFHQWTLLT TQGNIFSAEV HGLESDTRYF;
;FKMGARTEVG PGPFSRLQDV ITLQEKLSDS LDMHSVT :
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6 ECD (25-955) de NOPE humano, sin péptido sefial

! ELLLPQ ETTVELSCGV GPLQVILGPE QAAVLNCSLG :
! AAAAGPPTRV TWSKDGDTLL EHDHLHLLPN GSLWLSQPLA
! PNGSDESVPE AVGVIEGNYS CLAHGPLGVL ASQTAVVKLA i
! TLADFSLHPE SQTVEENGTA RFECHIEGLP APIITWEKDQ i
! VILPEEPRLI VLPNGVLQIL DVQESDAGPY RCVATNSARQ

! HFSQEALLSV AHRGSLASTR GQDVVIVAAP ENTTVVSGQS i
! VVMECVASAD PTPFVSWVRQ DGKPISTDVI VLGRTNLLIA
! NAQPWHSGVY VCRANKPRTR DFATAAAELR VLAAPAITOA |
! PEALSRTRAS TARFVCRASG EPRPALRWLH NGAPLRPNGR i
} VKVQGGGGSL VITQIGLODA GYYQCVAENS AGMACAAASL :
! AVVVREGLPS APTRVTATPL SSSAVLVAWE RPEMHSEQITI i
! GFSLHYQKAR CMDNVEYQFA VNNDTTELQV RDLEPNTDYE
! FYVVAYSQLG ASRTSTPALV HTLDDVPSAA PQLSLSSPND |
! SDIRVAWLPL PPSLSNGQVV KYKIEYGLGK EDQIFSTEVR !
! GNETQLMLNS LQPNKVYRVR ISAGTAAGFG APSQWMHHRT |
! PSMHNQSHVP FAPAELKVQA KMESLVVSWQ PPPHPTQISG i
! YKLYWREVGA EEEANGDRLP GGRGDQAWDV GPVRLKKKVK
! QYELTQLVPG RLYEVKLVAF NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA i
i PDMPIQRGPP LPPAHVHAES NSSTSIWLRW KKPDFTTVKI i
{ VNYTVRFSPW GLRNASLVTY YTSSGEDILI GGLKPFTKYE :
! FAVQSHGVDM DGPFGSVVER STLPDRPSTP PSDLRLSPLT i
! PSTVRLHWCP PTEPNGEIVE YLILYSSNHT QPEHQWTLLT :
! TOGNIFSAEV HGLESDTRYF FKMGARTEVG PGPFSRLQDV

! TTLQEKLSDS LDMHS H

7 ECD (25-426) de NOPE humano, sin péptido sefial

{ ELLLPQ ETTVELSCGYV GPLQVILGPE QAAVLNCSLG

! AAAAGPPTRV TWSKDGDTLL EHDHLHLLPN GSLWLSQPLA |
! PNGSDESVPE AVGVIEGNYS CLAHGPLGVL ASQTAVVKIA |
! TLADFSLHPE SQTVEENGTA RFECHIEGLP APIITWEKDQ |
! VILPEEPRLI VLPNGVLQIL DVQESDAGPY RCVATNSARQ |
i HFSQEALLSV AHRGSIASTR GQDVVIVAAP ENTTVVSGQS |
! VVMECVASAD PTPFVSWVRQ DGKPISTDVI VLGRTNLLIA i
! NAQPWHSGVY VCRANKPRTR DFATAAAELR VLAAPATTQA |
! PEALSRTRAS TARFVCRASG EPRPALRWLH NGAPLRPNGR :
| VKVQGGGGSL VITQIGLQDA GYYQCVAENS AGMACAAASL |
i AVVVRE :

8 ECD (25-620) de NOPE humano, sin péptido sefial

;ELLLPQ ETTVELSCGV GPLQVILGPE QAAVLNCSLG :
! ARAAGPPTRV TWSKDGDTLL EHDHLHLLPN GSLWLSQPLA
;PNGSDESVPE AVGVIEGNYS CLAHGPLGVL ASQTAVVKLA
;TLADFSLHPE SQTVEENGTA RFECHIEGLP APIITWEEKDQ
;VTLPEEPRLI VLPNGVLQIL DVQESDAGPY RCVATNSARQ

;HFSQEALLSV AHRGSLASTR GQDVVIVAAP ENTTVVSGQS
;VVMECVASAD PTPFVSWVRQ DGKPISTDVI VLGRTNLLIA
! NAQPWHSGVY VCRANKPRTR DFATAAAELR VLAAPAITOA
;PEALSRTRAS TARFVCRASG EPRPALRWLH NGAPLRPNGR;
;VKVQGGGGSL VITQIGLQDA GYYQCVAENS AGMACAAAST
;AVVVREGLPS APTRVTATPL SSSAVLVAWE RPEMHSEQII
! GFSLHYQKAR GMDNVEYQFA VNNDTTELQV RDLEPNTDYE
;FYVVAYSQLG ASRTSTPALV HTLDDVPSAA PQLSLSSPNP
! SDIRVAWLPL PPSLSNGQVV KYKIEYGLGK EDQIFSTEVR
;GNETQLMLNS LOPNKVYRVR ISAGTAAGFG APSQWMHHRT
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ECD (427-955) de NOPE humano

! GLPS APTRVTATPL SSSAVLVAWE RPEMHSEQII :
| GFSLHYOKAR GMDNVEYQFA VNNDTTELQV RDLEPNTDYE :
{ FYVVAYSQLG ASRTSTPALV HTLDDVPSAA PQLSLSSPNP |
! SDIRVAWLPL PPSLSNGQVV KYKIEYGLGK EDQIFSTEVR i
! GNETQLMLNS LQPNKVYRVR ISAGTAAGFG APSQWMHHRT |
! PSMHNQSHVP FAPAELKVQA KMESLVVSWQ PPPHPTQISG |
! YKLYWREVGA EEEANGDRLP GGRGDQAWDV GPVRLKKKVK !
{ QYELTQLVPG RLYEVKLVAF NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA |
! PDMPIQRGPP LPPAHVHAES NSSTSIWLRW KKPDFTTVKI !
{ VNYTVRFSPW GLRNASLVTY YTSSGEDILI GGLKPFTKYE :
! FAVQSHGVDM DGPFGSVVER STLPDRPSTP PSDLRLSPLT |
! PSTVRLEWCP PTEPNGEIVE YLILYSSNHT QPEHQWTLLT i
| TOGNIFSAEV HGLESDTRYF FKMGARTEVG PGPFSRLQDV

! ITLQFKLSDS LDMHS :

0 | ECD (623-955) de NOPE humano

! MHNQSHVP FAPAELKVQA KMESTVVSWQ PPPHPTQISG |
| YKLYWREVGA EEEANGDRLP GGRGDQAWDV GPVRLKKKVK i
! QYELTQLVPG RLYEVRLVAF NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA i
! PDMPTQRGPP TPPAHVHAES NSSTSTWLRW KKPDFTTVKT |
{ VNYTVRFSPW GLRNASLVTY YTSSGEDILT GGLKPFTKYE :
! FAVQSHGVDM DGPFGSVVER STLPDRPSTP PSDLRLSPLT |
! PSTVRLHWCP PTEPNGEIVE YLILYSSNHT QPEHQWTLLT i
! TQGNIFSAEV HGLESDTRYF FKMGARTEVG PGPFSRLODV

! TTLOEKT.SDS T.DMHS :

: Dominio extracelular (ECD) (1-956) de NOPE de ratén, ;
con péptido sefal
EMARADTGRGL LVLTFCLLSA RGELPLPQET TVKLSCDEGP
! LQVILGPEQA VVLDCTLGAT AAGPPTRVTW SKDGDTVLEH !
;ENLHLLPNGS LWLSSPLEQE DSDDEEALRI WKVTEGSYSC
;LAHSPLGVVA SQVAVVKLAT LEDFSLHPES QIVEENGTAR
EFECHTKGLPA PITTWEKDQV TVPEESRLIT LPNGVLQILD
;VQDSDAGSYR CVATNSARQR FSQEASLTVA LRGSLEATRG
EQDVVIVAAPE NTTVVSGQSV VMECVASADP TPEVSWVROD
;GKPISTDVIV LGRTNLLIAS AQPRHSGVYV CRANKPRTRD
EFATAAAELRV LAAPATISQAP EALSRTRAST AREFVCRASGE
;PRPALHWLHD GIPLRPNGRV KVQGGGGSLV ITQIGLQDAG;
;YYQCVAENSA GTACAAAPLA VVVREGLPSA PTRVTATPLS;
ESSSVLVAWER PELHSEQITG FSLHYQKARG VDNVEYQFAV
;NNDTTELQVR DLEPNTDYEF YVVAYSQLGA SRTSSPALVH;
;TLDDVPSAAP QLTLSSPNPS DIRVAWLPLP SSLSNGQVLK;
! YKIEYGLGKE DQVFSTEVPG NETQLTLNSL QPNKVYRVRI
;SAGTGAGYGV PSQWMQHRTP GVHNQSHVPE APAELKVRAK
EMESLVVSWQP PPHPTQISGY KLYWREVGTE EEADGDRPPG
;GRGDQAWDVG PVRLKKKVKQ YELTQLVPGR LYEVKLVAFN;
;KHEDGYAAVW KGKTEKAPTP DLPIQRGPPL PPAHVHAESN
ESSTSIWLRWK KPDEFTTVKIV NYTVREFGPWG LRNASLVTYY§
;TSSGEDILIG GLKPFTRKYEF AVQSHGVDMD GPFGSVVERS
ETLPDRPSTPP SDLRLSPLTP STVRLHWCPP TEPNGEIVEY
;LILYSNNHTQ PEHOWTLLTT EGNIFSAEVH GLESDTRYFF;
;KMGARTEVGP GPFSRLODVI TLQKTFSDSI, DVHAVT
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§12 ECD (23-956) de NOPE de ratén, sin péptido sefial

;ELPLPQET TVEKLSCDEGP LQVILGPEQA VVLDCTLGAT H
! AAGPPTRVTW SKDGDTVLEH ENLHLLPNGS LWLSSPLEQE
;DSDDEEALRI WKVTEGSYSC LAHSPLGVVA SQVAVVKLAT;
;LEDFSLHPES QIVEENGTAR FECHTKGLPA PIITWEKDQV
! TVPEESRLIT LPNGVLQILD VQDSDAGSYR CVATNSARQR
;FSQEASLTVA LRGSLEATRG QDVVIVAAPE NTTVVSGQSV
;VMECVASADP TPEVSWVROD GKPISTDVIV LGRTNLLIAS

! AQPRHSGVYV CRANKPRTRD FATAAAELRV LAAPAISQAP
;EALSRTRAST ARFVCRASGE PRPALHWLHD GIPLRPNGRV
;KVQGGGGSLV ITQIGLODAG YYQCVAENSA GTACAAAPLA
! VVWVREGLPSA PTRVTATPLS SSSVLVAWER PELHSEQIIG
;FSLHYQKARG VDNVEYQFAV NNDTTELQVR DLEPNTDYEF
;YVVAYSQLGA SRT3SPALVH TLDDVPSAAP QLTLSSPNPS
! DIRVAWLPLP SSLSNGQVLK YKIEYGLGKE DQVFSTEVPG !
;NETQLTLNSL QPNKVYRVRI SAGTGAGYGV PSQWMQHRTP
! GVHNQSHVPF APAELKVRAK MESLVVSWQP PPHPTQISGY
;KLYWREVGTE EEADGDRPPG GRGDQAWDVG PVRLKKKVKQ;
;YELTQLVPGR LYEVKLVAEFN KHEDGYAAVW KGKTEKAPTP
! DLPIQRGPPL PPAHVHAESN SSTSIWLRWK KPDFTTVKIV
;NYTVRFGPWG LRNASLVTYY TSSGEDILIG GLKPFTKYEF
! AVQSHGVDMD GPFGSVVERS TLPDRPSTPP SDLRLSPLTP
;STVRLHWCPP TEPNGEIVEY LILYSNNHTQ PEHQWTLLTT
;EGNIFSAEVH GLESDTRYFF EMGARTEVGP GPFSRLQDVI
! TLQKTFSDSL DVHAVT H

213 ECD (23-619) de NOPE de ratén, sin péptido sefial

;ELPLPQET TVKLSCDEGP LQVILGPEQA VVLDCTLGAT
;AAGPPTRVTW SKDGDTVLEH ENLHLLPNGS LWLS3SPLEQE
;DSDDEEALRI WRVTEGSYSC LAHSPLGVVA SQVAVVKLAT
! LEDFSLHPES QIVEENGTAR FECHTKGLPA PIITWEKDQV
;TVPEESRLIT LPNGVLQILD VQDSDAGSYR CVATNSARQR;
! FSQEASLTVA LRGSLEATRG QDVVIVAAPE NTTVVSGQSV
;VMECVASADP TPFVSWVRQD GKPISTDVIV LGRTNLLIAS
;AQPRHSGVYV CRANKPRTRD FATAAARELRV LAAPAISQAP
! EALSRTRAST ARFVCRASGE PRPALHWLHD GIPLRPNGRV
;KVQGGGGSLV ITQIGLQDAG YYQCVAENSA GTACAAAPLA
;VVVREGLPSA PTRVTATPLS SSSVLVAWER PELHSEQIIG
! FSLHYQKARG VDNVEYQFAV NNDTTELQVR DLEPNTDYEF
;YVVAYSQLGA SRTSSPALVH TLDDVPSAAP QLTLSSPNPS
;DIRVAWLPLP SSLSNGQVLK YKIEYGLGKE DQVESTEVPG
! NETQLTLNSL QPNKVYRVRI SAGTGAGYGV PSQWMQHRT

214 ECD (623-956) de NOPE de ratén, sin péptido sefial

! HNQSHVPF APAELKVRAK MESLVVSWQP PPHPTQISGY

| KLYWREVGTE EEADGDRPPG GRGDUAWDVG PVRLKKKVKQ i
! YELTQLVPGR LYEVKLVAFN KHEDGYAAVW KGKTEKAPTP |
! DLPIQRGPPL PPAHVHAESN SSTSIWLRWK KPDFTTVKIV |
| NYTVRFGPWG LRNASIVTYY TSSGEDILIG GLKPFTKYEF
! AVQSHGVDMD GPFGSVVERS TLPDRPSTPP SDLRLSPLTP :
! STVRLHWCPP TEPNGEIVEY LILYSNNHTQ PEHOWTLLTT |
! EGNIFSAEVH GLESDTRYFF KMGARTEVGP GPFSRLQDVI |
! TLOKTFSDSL DVHAVT :
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§15 Molécula de fusién del ECD (25-955)-Fc de NOPE

humano, sin péptido sefial

! ELLLPQETTV
i GPPTRVIWSK
! DESVPEAVGV
i FSLHPESQTV
! EEPRLIVLPN
i EALLSVAHRG
! CVASADPTPF
! WHSGVYVCRA
i SRTRASTARF
! GGGGSLVITQ
! REGLPSAPTR
i HYQKARGMDN
{ AYSQLGASRT
! VAWLPLPPSL
! QLMLNST.QPN
| NQSHVPFAPA
! WREVGAEEEA
! TQLVPGRLYE
! IQRGPPLPPA
! VRESPWGLRN
! SHGVDMDGPF
i RLHWCPPTEP
! IFSAEVHGLE
{ EKLSDSLDMH

ELSCGVGPLQ
DGDTLLEHDH
IEGNYSCLAH
EENGTARFEC
GVLQILDVQE
SLASTRGQDV
VSWVRQDGKP
NKPRTRDFAT
VCRASGEPRP
IGLOQDAGYYQ
VTATPLSSSA
VEYQFAVNND
STPALVHTLD
SNGQVVKYKI
KVYRVRISAG
ELKVQAKMES
NGDRLPGGRG
VKLVAFNKHE
HVHAESNSST
ASLVTYYTSS
GSVVERSTLP
NGEIVEYLIL
SDTRYFFKMG
SGSEPKSSDK

VILGPEQAAV
LHLLPNGSLW
GPLGVLASQT
HIEGLPAPII
SDAGPYRCVA
VIVAAPENTT
ISTDVIVLGR
AAAELRVLAA
ALRWLHNGAP
CVAENSAGMA
VLVAWERPEM
TTELQVRDLE
DVPSAAPQLS
EYGLGKEDQI
TAAGFGAPSQ
LVVSWQPPPH
DQAWDVGPVR
DGYAAVWKGK
SIWLRWKKPD
GEDILIGGLK
DRPSTPPSDL
YSSNHTQPEH
ARTEVGPGPF
THTCPPCPAP

LNCSLGAAAA |
LSQPLAPNGS i
AVVKLATLAD |
TWEKDQVTLP i
TNSARQHFSQ i
VVSGQSVVME i
TNLLIANAQP :
PAITQAPEAL

LRPNGRVKVQ i
CAAASIAVVV i
HSEQIIGFSL i
PNTDYEFYVV i
LSSPNPSDIR i
FSTEVRGNET i
WMHHRTPSMH |
PTQISGYKLY i
LKKKVKQYEL :
TEKAPAPDMP |
FTTVKIVNYT i
PETKYEFAVQ !
RLSPLTPSTV

OWTLLTTQGN i
SRLODVITLQ i
ELLGGPSVFL i

! FPPKPKDTIM
! EVHNAKTKPR
{ VSNKALPAPI
! VSLTCLVEGE
! SFFLYSKLTV
i LSPGK

ISRTPEVTCV
EEQYNSTYRV
EKTISKAKGQ
YPSDIAVEWE
DKSRWQQGNV

VVDVSHEDPE
VSVLTVLHQD
PREPQVYTLP
SNGQPENNYK
FSCSVMHEAL

VEFNWYVDGV |
WLNGKEYKCK |
PSRDELTKNQ i
TTPPVLDSDG !
HNHYTQKSLS i

216 ‘Molécula de fusion

ECD (25-426)-Fc de NOPE humano,

sin péptido sefial

! ELLLPQ ETTVELSCGV GPLQVILGPE QAAVINCSLG
i AAAAGPPTRV
{ PNGSDESVPE
! TLADFSLHPE
{ VTLPEEPRLI
! HFSQEALLSV
! VVMECVASAD
| NAQPWHSGVY
i PEALSRTRAS
! VKVQGGGGSL
! AVVVREGSEPKSSDK THTCPPCPAP ELLGGPSVFL
i FPPKPKDTIM
i EVHNAKTKPR
! VSNKALPAPI
! VSLTCLVKGF
! SFFLYSKLTV
i LSPGK

TWSKDGDTLL
AVGVIEGNYS
SQTVEENGTA
VLPNGVLQIL
AHRGSLASTR
PTPFVSWVRQ
VCRANKPRTR
TARFVCRASG
VITQIGLQDA

ISRTPEVTCV
EEQYNSTYRV
EKTISKAKGQ
YPSDIAVEWE
DKSRWQQGNV

EHDHLHLLPN
CLAHGPLGVL
RFECHIEGLP
DVQESDAGPY
GQDVVIVAAP
DGKPISTDVI
DFATAAAELR
EPRPALRWLH
GYYQCVAENS

VVDVSHEDPE
VSVLTVLHQD
PREPQVYTLP
SNGQPENNYK
FSCSVMHEAL

GSTWLSQPIA i
ASQTAVVKLA
APTITWEKDQ i
RCVATNSARQ i
ENTTVVSGQS
VLGRTNLLIA i
VLAAPAITQA i
NGAPLRPNGR
AGMACARAAST, |

VKFNWYVDGV |
WLNGKEYKCK i
PSRDELTKNQ
TTPPVLDSDG |
HNHYTQKSLS
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SEQ ............................................... - escr|pc|onsecuenc|a .....................................................................................
D :
‘NO

17 Molécula de fusion ECD (25-620)-Fc de NOPE humano,
sin péptido sefial :

;ELLLPQ ETTVELSCGV GPLQVILGPE QAAVLNCSLG H
! AAAAGPPTRV TWSKDGDTLL EHDHLHLLPN GSLWLSQPLA
;PNGSDESVPE AVGVIEGNYS CLAHGPLGVL ASQTAVVKLA
;TLADFSLHPE SQTVEENGTA RFECHIEGLP APIITWEKDQ
! VILPEEPRLI VLPNGVLQIL DVQESDAGPY RCVATNSARQ
;HFSQEALLSV AHRGSLASTR GQDVVIVAAP ENTTVVSGQS

! VVMECVASAD PTPFVSWVRQ DGKPISTDVI VLGRTNLLIA
;NAQPWHSGVY VCRANKPRTR DFATAAARLR VLAAPAITQA
;PEALSRTRAS TARFVCRASG EPRPALRWLH NGAPLRPNGR;
! VKVQGGGGSL VITQIGLQDA GYYQCVAENS AGMACAAAST,
;AVVVREGLPS APTRVTATPL SSSAVLVAWE RPEMHSEQIT
;GFSLHYQKAR GMDNVEYQFA VNNDTTELQV RDLEPNTDYE

! FYVVAYSQLG ASRTSTPALV HTLDDVPSAA PQLSLSSPNP
;SDIRVAWLPL PPSLSNGQVV KYKIEYGLGK EDQIFSTEVR
! GNETQLMLNS LQPNKVYRVR ISAGTAAGFG H
;APSQWMHHRTGSEPKSSDK THTCPPCPAP ELLGGPSVFL
;FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE VEFNWYVDGV
! EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK !
;VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSRDELTKNQ;
;VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK TTPPVLDSDG
! SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS !
i LSPGK :

18 i Molécula de fusion ECD (427-955)-Fc de NOPE
: humano, sin péptido sefial
: GLPS APTRVTATPIL SSSAVLVAWE RPEMHSEQIT :
;GFSLHYQKAR GMDNVEYQFA VNNDTTELQV RDLEPNTDYE
;FYVVAYSQLG ASRTSTPALV HTLDDVPSAA PQLSLSSPNP
! SDIRVAWLPL PPSLSNGQVV KYKIEYGLGK EDQIFSTEVR
;GNETQLMLNS LOPNKVYRVR ISAGTAAGEFG APSQWMHHRT
! PSMHNQSHVP FAPAELKVQA KMESLVVSWQ PPPHPTQISG
;YKLYWREVGA EEEANGDRLP GGRGDQAWDV GPVRLKKKVK
;QYELTQLVPG RLYEVKLVAF NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA
! PDMPIQRGPP LPPAHVHAES NSSTSIWLRW KKPDFTTVKI
;VNYTVRFSPW GLRNASLVTY YTSSGEDILI GGLKPFTKYE
EFAVQSHGVDM DGPFGSVVER STLPDRPSTP PSDLRLSPLT
;PSTVRLHWCP PTEPNGEIVE YLILYSSNHT QPEHQWTLLT
;TQGNIFSAEV HGLESDTRYF FKMGARTEVG PGPEFSRLQDV
! ITLQEKLSDS LDMHSGSEPKSSDK THTCPPCPAP :
;ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE
;VKFNWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD
! WLNGKEYKCK VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP
;PSRDELTKNQ VSLTCLVKGE YPSDIAVEWE SNGQPENNYK;
! TTPPVLDSDG SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL
| HNHYTQKSLS LSPGK
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Descripcion iSecuencia

Molécula de fusion ECD (623-955)-Fc de NOPE
humano, sin péptido sefial

{ MHNQSHVP FAPAELKVQA KMESLVVSWQ PPPHPTQISG

! YKLYWREVGA EEEANGDRLP GGRGDQAWDV GPVRLKKKVK

;QYELTQLVPG RLYEVKLVAF NKHEDGYAAV WKGKTEKAPA;

EPDMPIQRGPP LPPAHVHAES NSSTSIWLRW KKPDFTTVKI

;VNYTVRFSPW GLRNASLVTY YTSSGEDILI GGLKPFTKYE

{ FAVQSHGVDM DGPFGSVVER STLPDRPSTP PSDLRLSPLT

;PSTVRLHWCP PTEPNGEIVE YLILYSSNHT QPEHOQWILLT

! TQGNIFSAEV HGLESDTRYF FKMGARTEVG PGPFSRLQDV

;ITLQEKLSDS LDMHSGSEPKSSDK THTCPPCPAP ;

;ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCVY VVDVSHEDPE

! VKENWYVDGV EVHNAKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD

;WLNGKEYKCK VSNKALPAPI EKTISKAKGQ PREPQVYTLP

;PSRDELTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK;

! TTPPVLDSDG SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL

{ HNHYTQKSLS LSPGK :

Miostatina humana

EDFGL DCDEHSTESR CCRYPLTVDEF EAFGWDWIIA H
i PKRYKANYCS GECEFVFLQK YPHTHLVHQA NPRGSAGPCC !
;TPTKMSPINM LYFNGKEQII YGKIPAMVVD RCGCS :

Pro-miostatina humana (con secuencia sefial)

! MOKLQLCVYI YLFMLIVAGP VDLNENSEQK ENVEKEGLCN i
! ACTWRQNTKS SRIEATKIQI LSKLRLETAP NISKDVIRQL i
! LPKAPPLREL IDQYDVQRDD SSDGSLEDDD YHATTETIIT :
! MPTESDFLMQ VDGKPKCCEF KFSSKIQYNK VVKAQLWIVL i
! RPVETPTTVF VQILRLIKPM KDGTRYTGIR SLKLDMNPGT i
{ GIWQSIDVKT VLONWLKQPE SNLGIEIKAL DENGHDLAVT i
: FPGPGEDGIN PFLEVKVTDT PKRSRRDFGL DCDEHSTESR :
! CCRYPLTVDF EAFGWDWIIA PKRYRKANYCS GECEFVFLOK i
! YPHTHLVHQA NPRGSAGPCC TPTKMSPINM LYENGKEQIT i
{ YGKIPAMVVD RCGCS H

Pro-miostatina humana (sin secuencia sefial)

;NENSEQK ENVEKEGLCN ACTWRONTKS SRIEAIKIQI :
! LSKLRLETAP NISKDVIRQL LPKAPPLREL IDQYDVQRDD
;SSDGSLEDDD YHATTETIIT MPTESDFLMQ VDGKPKCCFF;
;KFSSKIQYNK VVKAQILWIYL REVETPTTVE VQILRLIKPM
! KDGTRYTGIR SLKLDMNPGT GIWQSIDVKT VLONWLKQPE
;SNLGIEIKAL DENGHDLAVT FPGPGEDGLN PFLEVEKVTDT
;PKRSRRDFGL DCDEHSTESR CCRYPLTVDE EAFGWDWIIA
! PKRYKANYCS GECEFVFLQK YPHTHLVHQA NPRGSAGPCC
;TPTKMSPINM LYFNGKEQII YGKIPAMVVD RCGCS :

Miostatina de ratén

EDFG LDCDEHSTES RCCRYPLTVD FEAFGWDWII :
EAPKRYKANYC SGECEFVFLQ KYPHTHLVHQ ANPRGSAGPCE
ECTPTKMSPIN MLYFNGKEQI IYGKIPAMVV DRCGCS :

26



ES 2981471713

T R e
\ID f
NO

§24 Pro-miostatina de raton (con secuencia sefial)

| MMOKLQMYVY TYLFMITAAG PVDLNEGSER EENVEKEGLC |
{ NACAWRQNTR YSRIEAIKIQ ILSKLRLETA PNISKDAIRQ

! LLPRAPPLRE LIDQYDVQRD DSSDGSLEDD DYHATTETIT |
! TMPTESDFLM QADGKPKCCF FKFSSKIQYN KVVKAQLWIY

{ LRPVKTPTTV FVQILRLIKP MKDGTRYTGI RSLKLDMSEG
! TGTWQSIDVK TVLQNWLKQP ESNLGIEIXKA LDENGEDIAYV |
! TFPGPGEDGI, NPFLEVKVTD TPKRSRRDFG LDCDEHSTES |
{ RCCRYPLTVD FEAFGWDWII APKRYKANYC SGECEFVFLQ |
! KYPHTHLVHQ ANPRGSAGPC CTPTKMSPIN MLYFNGKEQI |
! IYGKIPAMVV DRCGCS :

§25 Pro-miostatina de ratén (sin secuencia sefial)

;EGSER EENVEKEGLC NACAWRONTR YSRIEAIKIQ

! ILSKLRLETA PNISKDAIRQ LLPRAPPLRE LIDQYDVQRD
;DSSDGSLEDD DYHATTETII TMPTESDFLM QADGKPKCCF;
! FKFSSKIQYN KVVKAQLWIY LRPVKTPTTV FVQILRLIKP
;MKDGTRYTGI RSLKLDMSPG TGIWQSIDVK TVLONWLKQP
;ESNLGIEIKA LDENGHDLAV TFPGPGEDGL NPFLEVKVTD;
! TPKRSRRDFG LDCDEHSTES RCCRYPLTVD FEAFGWDWII
;APKRYKANYC SGECEFVFLQ KYPHTHLVHQ ANPRGSAGPC
;CTPTKMSPIN MLYFNGKEQI IYGKIPAMVV DRCGCS H

26 Fc C237S

;EPKSSDKTHT CPPCPAFPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR;
;TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ;
! YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT
;ISKAKGQPRE POVYTLPPSR DELTKNQVSL TCLVKGFYPS;
;DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
ERWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK :

527 Fc n? 1 ejemplar

;ERKCCVECPP CPAPPVAGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
;TCVVVDVSHE DPEVQFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQFNST
;FRVVSVLTVV HODWLNGKEY KCKVSNKGLP APIEKTISKT
;KGQPREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV
! EWESNGQPEN NYKTTPPMLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
EGNVFSCSVMH FEALHNHYTQK SLSLSPGK

Fc n? 2 ejemplar

;ESKYGPPCPS CPAPEFLGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE;
;VTCVVVDVSQ EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFNS
;TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK
;AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL VEKGEFYPSDIA
;VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ
;EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso en el tratamiento del desgaste muscular, lesién
muscular, un trastorno degenerativo muscular o esclerosis lateral amiotréfica (ALS) en un sujeto.

2. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacién 1, en donde el sujeto con
desgaste muscular tiene al menos una afeccién seleccionada de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD),
enfermedad renal cronica, enfermedad renal en fase terminal, insuficiencia cardiaca cronica, cancer, miopatia por
enfermedad critica, polineuropatia por enfermedad critica, apoplejia, lesién de la médula espinal, atrofia muscular
espinal, esclerosis multiple, leucoencefalopatia multifocal progresiva, encefalomielitis, mielinolisis pontina central,
adrenoleucodistrofia, degeneracién walleriana, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, lesién cerebral
traumatica, enfermedad de Alexander, enfermedad de Pelizacus Merzbacher, leucodistrofia de células globoides y
sarcopenia.

3. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacion 1, en donde la lesién muscular
se selecciona de lesion muscular relacionada con cirugia, lesién muscular traumatica, lesién del musculo esquelético
relacionada con el trabajo y lesién muscular relacionada con el sobre-entrenamiento.

4. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacién 1, en donde el trastorno
degenerativo muscular se selecciona de distrofia muscular, distrofia miotonica, polimiositis y dermatomiositis.

5. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacién 4, en donde el trastorno
degenerativo muscular es distrofia muscular.

6. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacion 5, en donde la distrofia muscular
se selecciona de distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular congénita
(Fukuyama), distrofia muscular de Emery Dreifuss, distrofia muscular de cinturas y distrofia muscular
facioescapulohumeral.

7. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacion 4, en donde el trastorno
degenerativo muscular es distrofia miotonica y se selecciona de distrofia mioténica tipo |, distrofia miotdnica tipo Il y
miotonia congénita.

8. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en donde el polipéptido del dominio extracelular (ECD) de NOPE es una molécula de fusién del ECD de
NOPE.

9. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en donde el polipéptido del ECD de NOPE o la molécula de fusién del ECD de NOPE comprende los
aminodcidos 26 a 620 de SEQ ID NO: 1.

10. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacién 8, en donde la molécula de
fusion del ECD de NOPE comprende un polipéptido ECD de NOPE y un participante en la fusion.

11. El polipéptido de dominio extracelular (ECD) de NOPE para uso de la reivindicacion 10, en donde el participante
en la fusién es un Fc.

12. Una molécula de fusion del ECD de NOPE que comprende polipéptido del ECD de NOPE y un participante en la
fusién, en donde la molécula de fusién comprende los aminoacidos 26 a 620 de SEQ ID NO: 1 y el participante en la
fusién es un Fc.

13. Un polinucleétido que codifica la molécula de fusién del ECD de NOPE de la reivindicacion 12.

14. Un vector que comprende el polinucleotido de la reivindicacién 13.

15. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 14.
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Figura 1
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Figura 2
Ensayos de Actividad Biacore y Miostatina
ECD-FC (1-957) de hNOPE
ECD-FC (1;426) de hNOPE ' ECD-FC (427-955) de hNOPE
. e T
ECD-FC (1-620) de hNOPE ECD-FC (62IS-955) de hNOPE
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ECD-FC (1-955) de mNOPE

ECD-FC (1-619) de mNOPE ECD-FC (623-955) de mNOPE

Validacion in vivo

ECD-FC (23-956) de mNOPE

e g

ECD-FC (1-857) hNOPE  {ECD-FC) dominio extracelular de NOPE humano parental ensayo biacore y actividad
ECD-FC (1-426) hNOPE Dominios 1gG N terminales de ECD-FC de NOPE humano ensayo biacore y éctividad
ECD-FC (1-620) hNOPE  |Dominios IgG N terminales y primercs 2 dominios FN3 de ECD-FC de NOPE humano ensayo biacore y actividad
ECD-FC (427-955) hNCOPE | Todos los dominios FN3 de ECD-FC de NOPE humano ensayo biacore y actividad
ECD-FC (1-955) mNOPE [(ECD)-FC dominio extracelular de NOPE de ratén parental transfeccion hidrodindmica
ECD-FC (1-619) mNOPE  [Dominios IgG N terminales v primeras 2 dominios FN3 de ECO-FC de NOPE de raton tr:ansfec:cién hidrodinamica
ECD-FC (623-955) mNOPE |Ultimos 3 dominios FN3 de ECD-FC de NOPE de ratdn transfeccion hidrodinamica
ECD-FC (23-956) mNOPE |(ECD)-FC dominic extracelular de NOPE de ratén parental vélidacién in vive
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Figura 3
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Figura 4

ECD-FC (1-955) de mNOPE \ ECD-FC (1-955) de mNOPE
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Muestra Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM)
Miostatina hNOPE-FC 2.0F+06 3.2E-04 0.2
mNOPE-FC 6.7E+05 5.8E-04 0.9
ActR2b-FC 3.9E+05 9.8E-04 2.5
Pro Miostatina ANOPE-FC - - NB
mNOPE-FC - - NB
ActR2b-FC - - NB
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Figura 5
Inhibicion de smad2/3
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Figura 6
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