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DESCRIPCION
Conjugados de administracion 6sea y método de uso de los mismos para dirigir proteinas a hueso
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a conjugados de administracién 6sea y a un método de uso de los mismos para
dirigir proteinas a hueso. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a composiciones de administracion
O6sea que comprenden motivos peptidicos, disefiados por ingenieria genética dentro de la estructura de una proteina
mediante tecnologia de ADN recombinante para promover la union a la matriz 6sea.

Antecedentes de lainvencion

Los avances tecnolégicos en biologia molecular, produccién de proteinas recombinantes y purificacion de proteinas
a gran escala han permitido la produccion de grandes cantidades de proteinas usadas ahora como productos
biofarmacéuticos. Por ejemplo, se han usado anticuerpos monoclonales y formas solubles del receptor de TNF-a en
el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias tales como enfermedad de Crohn o formas graves de psoriasis (1).
Otro ejemplo de uso de una proteina recombinante es la terapia de sustitucion enzimatica (TSE). La TSE se ha
usado para tratar enfermedades de almacenamiento lisosomal. Este grupo de trastornos genéticos se caracteriza
por la pérdida de la funciéon de enzimas de lisosomas dando como resultado patologias somaticas, y algunas veces
neuronales, graves. En la TSE para estas enfermedades, se infunden a los pacientes grandes dosis de enzimas
normales. Estas enzimas infundidas se internalizan entonces a partir de la circulaciéon por medio de receptores de
superficie celular (receptor de manosa-6-fosfato) y entran en la ruta endocitica o siguen su camino hasta su sitio de
accion, el lisosoma. No todos los intentos de tratar trastornos genéticos mediante TSE han sido satisfactorios.

La hipofosfatasia es un tipo de raquitismo u osteomalacia hereditario, poco comun que se produce con una
incidencia de 1 por 100.000 nacimientos para la forma mas grave de la enfermedad. Formas mas leves son mas
prevalentes. En este defecto metabdlico congénito, mutaciones inactivan el gen que codifica para la isoenzima no
especifica de tejido de la fosfatasa alcalina. Se caracteriza bioquimicamente por actividad fosfatasa alcalina en
suero inferior a la normal. La deficiencia en fosfatasa alcalina en osteoblastos y condrocitos altera la mineralizacion
esquelética, conduciendo a raquitismo u osteomalacia.

Existe una gama muy amplia de expresividad de la hipofosfatasia, que abarca desde una forma perinatal que
provoca a menudo muerte fetal debido a un esqueleto no mineralizado, hasta una forma mas leve que se caracteriza
s6lo por pérdida prematura de los dientes. Los nifios y lactantes afectados de manera grave heredan la
hipofosfatasia como un rasgo recesivo autosémico. Existen cuatro formas principales de la enfermedad: perinatal,
del lactante, infantil y adulta. La hipofosfatasia perinatal se manifiesta durante la gestacion y la mayoria de los recién
nacidos afectados soélo sobreviven brevemente. La hipofosfatasia del lactante se hace clinicamente evidente antes
de los 6 meses de edad. Aproximadamente el 50% de los pacientes mueren en el plazo de un afio. La gravedad de
la hipofosfatasia infantil varia enormemente aunque la mayoria de estos pacientes padeceran sintomas esqueléticos
a lo largo de toda su vida. La hipofosfatasia adulta aparece durante la mediana edad, con sintomas tales como
fracturas por sobrecarga recurrentes dolorosas que tienen una mala curacion.

Los osteoblastos y condrocitos son normalmente ricos en fosfatasa alcalina no especifica de tejido, en los que esta
unida a la superficie celular. En la hipofosfatasia, la falta de actividad fosfatasa alcalina da como resultado la
acumulaciéon extracelular de tres compuestos de fosforo que se cree que son sustratos de la enzima:
fosfoetanolamina (PEA), pirofosfato inorganico (PPi) y piridoxal-5'-fosfato (PLP). PPi es un inhibidor del crecimiento
de cristales de hidroxiapatita, y la acumulacién de PPi en la enfermedad explica la mineralizaciéon esquelética
alterada. En consecuencia, proporcionar una enzima activa a pacientes que padecen hipofosfatasia disminuira los
niveles de PPi extracelulares y mejorara la mineralizacion esquelética.

Actualmente, no existe ninguna terapia médica establecida para la hipofosfatasia. Los ensayos de sustitucion
enzimatica usando infusiones intravenosas de fosfatasa alcalina no han tenido éxito. Parece que la actividad
fosfatasa alcalina debe aumentarse no en la circulacién sino en el propio esqueleto. Esta hipotesis se confirmé
recientemente mediante trasplante de médula 6sea. Desafortunadamente, los beneficios del trasplante duraron sélo
un corto periodo de tiempo debido a un mal injerto.

Existe por tanto una necesidad de proporcionar un enfoque de terapia de sustitucion enzimatica para proporcionar
enzima activa al esqueleto de pacientes que padecen hipofosfatasia.

Las proteinas dirigidas al hueso podrian ser utiles no soélo para el tratamiento o la prevencion de la hipofosfatasia
(pérdida de funcién de la fosfatasa alcalina) sino también para el tratamiento o la prevencion de otras enfermedades
genéticas caracterizadas por actividad enzimatica defectuosa implicada en el metabolismo 6seo, tal como raquitismo
hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH) (pérdida de funcién del gen que regula el fosfato con homologia con
endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX)).
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XLH es la mas prevalente de las hipofosfatemias familiares (OMIM 307800, 307810). Se caracteriza por reduccion
de la recaptacion de fosfato en el rifion, hipofosfatemia, normocalcemia, niveles de 1,25-dihidroxi-vitamina D3
(1,25(0H)2D, calcitriol) de normales a bajos, funcion normal de la glandula paratiroidea y actividad fosfatasa alcalina
plasmatica elevada. Estos cambios estan asociados con retraso del crecimiento, deformidad de las extremidades
inferiores, pruebas radioldgicas e histomorfolégicas de raquitismo y osteomalacia. Esta enfermedad parece resultar
de defectos renales combinados en la reabsorcion de fosfato tubular y el metabolismo de la vitamina D, asi como un
trastorno funcional en los huesos y los dientes. XLH resulta de mutaciones inactivantes en el gen PHEX, un miembro
de la familia de metalopeptidasas de zinc de glicoproteinas de membrana integrales de tipo Il. Estas mutaciones
impiden la expresién de una enzima PHEX funcional en la superficie celular de osteoblastos. Por ahora, el
tratamiento de pacientes con XLH se restringe a complementaciéon con complementos de fosfato inorganico oral (Pi)
en cuatro o cinco dosis divididas al dia, y coadministracion de 1,25(0OH)2D para compensar la sintesis inapropiada
de 1,25(0OH)2D. Tales altas dosis de fosfato provocan frecuentemente intolerancias gastrointestinales,
particularmente diarrea, que conducen a incumplimiento por parte del paciente. Por un lado, la carga de fosfato
conlleva el riesgo de provocar hiperparatiroidismo secundario (que puede ser lo suficientemente grave como para
necesitar paratiroidectomia) mientras que por otro lado, la administracion de 1,25(0OH)2D en exceso puede conducir
a hipercalciuria, hipercalcemia y nefrocalcinosis.

Por tanto, una TSE util para XLH buscara sustituir la enzima PHEX defectuosa en pacientes con XLH por una
enzima funcional obtenida a través de tecnologia de ADN recombinante. Puesto que la enzima PHEX normal esta
anclada en la membrana plasmatica de osteoblastos mediante un péptido hidréfobo, la forma natural de PHEX no
puede producirse y purificarse en cantidades suficientes para usarse en una preparacion farmacéutica. Para sortear
el problema, se disefio por ingenieria genética una forma soluble de PHEX recombinante (o sPHEX) y se produjo en
cultivos celulares, se purificé y se formulé para su administracién intravenosa (i.v.) (documento WO00/50580).
Entonces se inyecté sPHEX en ratones Hyp, un modelo de ratén para XLH, tal como se describe en la solicitud
estadounidense en tramitacion junto con la presente n.° 10/362.259. Se observd una mejora de varios parametros
séricos relacionados con el hueso incluyendo una reduccion de los niveles andmalamente altos de fosfatasa alcalina
sérica. Aunque estos experimentos fueron satisfactorios, se creia que la eficacia de sPHEX terapéutica podia
potenciarse si se modificase la proteina recombinante de modo que se estimulase su unién a minerales del hueso.

Existe por tanto una necesidad de medios para dirigir de manera satisfactoria proteinas a la matriz 6sea.

Se sabe que los bisfosfonatos presentan unién de alta afinidad a hidroxiapatita (HA), y se han usado para dirigir
moléculas pequefias (4) y proteinas (5) a huesos. Sin embargo, esta estrategia requiere modificaciones quimicas de
las proteinas purificadas, y presenta varias desventajas incluyendo la posible interferencia con la actividad de la
proteina y etapas de purificacién adicionales.

Otra estrategia para dirigir moléculas pequefias al hueso ha sido conjugar estas entidades con péptidos acidos tales
como poli-Asp (6). Esta estrategia se desarrolld tras la observacion de que varias proteinas sintetizadas por
osteoblastos, las células que forman el hueso, se unen a la matriz 6sea a través de secuencias particularmente ricas
en residuos de aminoacido acidos (Asp y Glu). Este es el caso de la osteopontina (7) y la sialoproteina d6sea, dos
proteinas no colagenosas. Por tanto, se usaron péptidos acidos (Ez-10 ¥y D2-10) para dirigir moléculas pequefas (es
decir, metotrexato, FITC; Fmoc, biotina, estradiol) a hidroxiapatita in vitro. Se usaron péptidos acidos (Es y Ds-10)
para dirigir moléculas pequefas (es decir, FITC, Fmoc, estradiol) a hidroxiapatita in vivo. Finalmente, se mostré que
Ee conferia a BSA, hemoglobina e IgG la capacidad de unirse a hidroxiapatita in vitro. En todos los casos anteriores,
la unién de la secuencia acida se realizé quimicamente.

La presente invencion busca satisfacer estas necesidades y otras necesidades.
Sumario de la invencion

La presente invencion muestra que pueden fusionarse moléculas grandes y complejas, tales como proteinas, con
péptidos acidos para dirigirlas de manera satisfactoria al hueso in vivo.

Segun una realizacion especifica de la presente invencién, se proporciona un conjugado de administracion dsea que
tiene la estructura Z-sALP-Y-Dn-X, en la que X esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un
aminoacido; Y esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido; Z esta ausente o es
una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido; y Dn es un poliaspartato en el que n = 10 a 16 y sALP
es una fosfatasa alcalina soluble, se da a conocer ademas una proteina en el conjugado de administracion ésea que
es un gen que regula el fosfato soluble con homologia con endopeptidasas en el cromosoma X (sPHEX). Ademas,
también se da a conocer un conjugado con la estructura X-Dn-Y-sPHEX-Z. sPHEX puede tener una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 46 a 749 de la figura 10; 47 a 749 de la figura 10; 48 a 749
de la figura 10; 49 a 749 de la figura 10; 50 a 749 de la figura 10; 51 a 749 de la figura 10; 52 a 749 de la figura 10;
53 a 749 de la figura 10; y 54 a 749 de la figura 10. En el contexto de estos conjugados de administracion 6sea, n es
10,nes11,nes 12, nes 13, nes 14, n es 15, o n es 16. Se describe ademas que sPHEX consiste en la secuencia
de aminoacidos 46 a 749 de la figura 10 y n=10.
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La proteina en el conjugado es una fosfatasa alcalina soluble (sALP). En otra realizacion especifica, sALP esta
codificada por la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 5. En otra realizaciéon especifica, sALP tiene la
secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 6. En una realizacion especifica de estos conjugados de
administracion ésea, n es 10. En otra realizacion especifica de este conjugado de administracion 6sea, n es 11. En
otra realizacién especifica de este conjugado de administracion ésea, n es 12. En otra realizacion especifica de este
conjugado de administracion ésea, n es 13. En otra realizacion especifica de este conjugado de administracion ésea,
n es 14. En otra realizacion especifica de este conjugado de administracion ésea, n es 15. En otra realizacion
especifica de este conjugado de administracion 6sea, n es 16. En una realizacion mas especifica, n=10.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétido
seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos tal como se expone en la figura 8; un polinucleétido que codifica para un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la figura 11; un polinucleétido que comprende la
secuencia de nucleétidos tal como se expone en la figura 7; una secuencia de nucledtidos completamente
complementaria a cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a) ,(b) o (c); y una secuencia de nucleétidos que
puede hibridarse en condiciones de alta rigurosidad con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a), (b), (c) o
(d), comprendiendo las condiciones de alta rigurosidad: pre-hibridacion e hibridacion en 6X SSC, 5X reactivo de
Denhardt, SDS al 0,5% y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmon fragmentado desnaturalizado a 68°C; y lavados
en 2X SSC y SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 10 min.; en 2X SSC y SDS al 0,1% a temperatura
ambiente durante 10 min.; y en 0,1X SSC y SDS al 0,5% a 65°C tres veces durante 5 minutos.

También se proporciona un vector recombinante que comprende dicha secuencia. También se proporciona una
célula huésped recombinante que comprende dicho vector.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétido
seleccionada del grupo que consiste en: un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos tal como se
expone en la figura 17A; un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en la figura 17B; una secuencia de nucleétidos completamente complementaria a
cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a) o (b); y una secuencia de nucleétidos que puede hibridarse en
condiciones de alta rigurosidad con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a), (b) o (c), comprendiendo las
condiciones de alta rigurosidad: pre-hibridacién e hibridacion en 6X SSC, 5X reactivo de Denhardt, SDS al 0,5% y
100 mg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado a 68°C; y lavados en 2X SSC y SDS al
0,5% a temperatura ambiente durante 10 min.; en 2X SSC y SDS al 0,1% a temperatura ambiente durante 10 min.; y
en 0,17X SSC y SDS al 0,5% a 65°C tres veces durante 5 minutos.

También se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica para una PHEX soluble funcional que
comprende una secuencia de polinucleétido seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleétido que codifica
para una sPHEX que comprende los aminoacidos 54 a 749 tal como se expone en la figura 10; un polinucleétido que
codifica para una sPHEX que comprende los aminoacidos 53 a 749 tal como se expone en la figura 10; un
polinucledtido que codifica para una sPHEX que comprende los aminoacidos 52 a 749 tal como se expone en la
figura 10; un polinucledtido que codifica para una sPHEX que comprende los aminoacidos 51 a 749 tal como se
expone en la figura 10; un polinucleétido que codifica para una sPHEX que comprende los aminoacidos 50 a 749 tal
como se expone en la figura 10; un polinucleétido que codifica para una sPHEX que comprende los aminoacidos 49
a 749 tal como se expone en la figura 10; un polinucledtido que codifica para una sPHEX que comprende los
aminoacidos 48 a 749 tal como se expone en figura 10; un polinucleétido que codifica para una sPHEX que
comprende los aminoacidos 47 a 749 tal como se expone en la figura 10; un polinucleétido que codifica para una
sPHEX que comprende los aminoacidos 46 a 749 tal como se expone en la figura 10; una secuencia de nucleétidos
completamente complementaria a cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a) a (i); y una secuencia de
nucleétidos que puede hibridarse en condiciones de alta rigurosidad con cualquiera de las secuencia de nucleétidos
en (a) a (j), comprendiendo las condiciones de alta rigurosidad: pre-hibridacién e hibridacion en 6X SSC, 5X reactivo
de Denhart, SDS al 0,5% y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado a 68°C; y
lavados en 2X SSC y SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 10 min.; en 2X SSC y SDS al 0,1% a
temperatura ambiente durante 10 min.; y en 0,1X SSC y SDS al 0,5% a 65°C tres veces durante 5 minutos. La
molécula de acido nucleico aislada comprende ademas en su extremo 5 un polinucleétido que codifica para un
poliaspartato seleccionado del grupo que consiste en D1g a D1e.

También se proporciona un polipéptido de sPHEX aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en: aminoacidos 54 a 749 tal como se expone en la figura 10; aminoacidos 53 a 749 tal como se
expone en la figura 10; aminoacidos 52 a 749 tal como se expone en la figura 10; aminoacidos 51 a 749 tal como se
expone en la figura 10; aminoacidos 50 a 749 tal como se expone en la figura 10; aminoacidos 49 a 749 tal como se
expone en la figura 10; aminoacidos 48 a 749 tal como se expone en la figura 10; aminoacidos 47 a 749 tal como se
expone en la figura 10; y aminoacidos 46 a 749 tal como se expone en la figura 10.

También se proporciona una composicion de administracion ésea que comprende un conjugado de administracion
Osea de la presente invencion, y un portador farmacéuticamente aceptable.
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También se proporciona un método de administracion de una proteina a tejido 6seo de un mamifero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un conjugado de administracion ésea tal como se menciona de
la presente invencion.

También se proporciona un método de administracion de sPHEX a tejido éseo de un mamifero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un conjugado de administracién 6sea.

También se proporciona un método de administracion de ALP a tejido 6seo de un mamifero que lo necesita que
comprende administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un conjugado de administracién 6sea de la
presente invencion.

También se proporciona un método de tratamiento de un estado o enfermedad relacionada con un defecto éseo
caracterizado por una falta de, o una cantidad insuficiente de, gen que regula el fosfato funcional con homologia con
endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX) que comprende administrar a un mamifero que lo necesita un
conjugado, estando dicho conjugado en un portador farmacéuticamente aceptable. El estado o enfermedad puede
ser raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH).

También se proporciona un método de tratamiento de un estado o enfermedad relacionada con un defecto 6seo
caracterizado por una falta de, o una cantidad insuficiente de, fosfatasa alcalina funcional que comprende
administrar a un mamifero que lo necesita un conjugado de la presente invencioén, estando dicho conjugado en un
portador farmacéuticamente aceptable. En realizaciones especificas; el estado o enfermedad es hipofosfatasia.

También se proporciona un uso de un conjugado de administracién 6sea de la presente invencion para administrar
una proteina a tejido 6seo de un mamifero.

También se proporciona un uso de un conjugado de administracion 6sea para tratar un estado o enfermedad
relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta de, o una cantidad insuficiente de, gen que regula el
fosfato funcional con homologia con endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX), estando dicho conjugado en un
portador farmacéuticamente aceptable.

También se proporciona un uso de un conjugado de administracién ésea en la fabricacion de un medicamento para
tratar un estado o enfermedad relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta de, o una cantidad
insuficiente de, gen que regula el fosfato funcional con homologia con endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX).
El estado o enfermedad puede ser raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH).

También se proporciona un uso de un conjugado de administracion ésea de la presente invencion para tratar un
estado o enfermedad relacionada con un defecto éseo caracterizado por una falta de, o una cantidad insuficiente de,
fosfatasa alcalina funcional, estando dicho conjugado en un portador farmacéuticamente aceptable.

También se proporciona un uso de un conjugado de administracion 6sea de la presente invencion en la fabricacion
de un medicamento para tratar un estado o enfermedad relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta
de, o una cantidad insuficiente de, fosfatasa alcalina funcional, estando dicho conjugado en un portador
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion especifica, el estado o enfermedad es hipofosfatasia.

También se proporciona un método de seleccion de péptidos para su uso en un conjugado de proteina-péptido de
administracion 6sea que comprende las etapas de: fusionar un péptido candidato con una proteina indicadora para
formar un conjugado de proteina-péptido; poner en contacto el conjugado con el tejido éseo o la fase mineral del
hueso; y en el que el péptido candidato se selecciona cuando la presencia de la proteina indicadora en el tejido 6seo
o la fase mineral del hueso es superior cuando esté conjugado con el péptido candidato que cuando no lo esta.

Segun ofra realizacion especifica de la presente invencién, se proporciona un conjugado de administracion dsea de
una proteina fusionada con un péptido seleccionado del grupo que consiste en deca-aspartato (D10) a hexadecall
aspartato (D1e).

Ademas, en conjugados, la sSPHEX esta fusionada en su extremo N-terminal con D1g, D11, D12, D13, D14, D15 0 D1s.

Segun realizaciones especificas de conjugados de la presente invencion, la sALP esta fusionada en su extremo C-
terminal con DID. En otras realizaciones especificas, la sALP esta fusionada en su extremo C-terminal con D14. En
otra realizacion especifica, la sALP esta fusionada en su extremo C-terminal con D12. En otra realizacion especifica,
la sALP esta fusionada en su extremo C-terminal con D+3. En otra realizacion especifica, la sALP esta fusionada en
su extremo C-terminal con D14. En otra realizacion especifica, la SALP esta fusionada en su extremo C-terminal con
D1s. En otra realizacion especifica, la sALP esta fusionada en su extremo C-terminal con D1s.

Se entiende que puede usarse cualquier proteina soluble funcional en el conjugado de la presente invencion.
Aunque se presentan en el presente documento resultados para conjugados que comprenden una sALP especifica
de la presente invencion, se entiende que puede usarse asi cualquier otra sALP funcional.
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SPHEX

Tal como se usa en el presente documento, sPHEX significa cualquier fragmento biolégicamente activo soluble de
sPHEX o muteina de la misma. Los expertos en la técnica pueden preparar constructos de expresion distintos de los
descritos expresamente en el presente documento para la produccion éptima de sPHEX en lineas celulares
adecuadas transfectadas con los mismos. Ademas, los expertos en la técnica pueden disefiar fragmentos de ADNc
que codifican para fragmentos biolégicamente activos solubles y muteinas de la PHEX que se produce de manera
natural que poseen la misma o similar actividad biolégica que la enzima de longitud completa que se produce de
manera natural.

Para crear una fuente recombinante para sPHEX, puede construirse una gran serie de vectores de expresion y
someterse a prueba para detectar la expresion de un ADN de PHEX. Basandose en experimentos de transfeccion
transitoria, asi como transfecciones estables, puede identificarse un constructo de expresién que proporciona un
nivel de expresion particularmente alto.

Sin limitarse a ello, puede usarse cualquier sSPHEX que comprenda al menos una parte de ectodominio de PHEX
nativo que comience con la cisteina en la posicion 54 de la secuencia presentada en la figura 10.

Los conjugados son por tanto cualquier sPHEX que comprenda este fragmento 54-749 de la PHEX nativa,
preferiblemente el fragmento nativo 53-749, mas preferiblemente el fragmento nativo 52-749, mas preferiblemente el
fragmento nativo 51-749, mas preferiblemente el fragmento nativo 50-749, mas preferiblemente el fragmento nativo
49-749, mas preferiblemente el fragmento nativo 48-749, mas preferiblemente el fragmento nativo 47-749, y mas
preferiblemente el fragmento nativo 46-749, junto con un poliaspartato seleccionado del grupo que consiste en Do a
D16 fusionado inmediatamente en el sentido de 5’ de este fragmento.

El conjugado puede comprender ademas opcionalmente uno o mas aminoacidos adicionales 1) en el sentido de 5’
del poliaspartato; y/o 2) entre el poliaspartato y el fragmento nativo o equivalente funcional. Estos aminoacidos
pueden ser cualquier aminoacido. Pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en cualquier
aminoacido excepto cisteina, prolina y triptéfano, concretamente los aminoacidos que se sabe que inducen la
formacion de enlaces disulfuro o cambios en la conformacion.

Estos aminoacidos pueden estar presentes en el conjugado cuando por ejemplo la estrategia de clonaciéon usada
para producirlos los introduce en estas ubicaciones.

Segun estrategias de clonacion especificas, los aminoacidos ubicados en el sentido de 5’ del poliaspartato en la
PHEX escindible recombinante pueden seleccionarse segun parametros conocidos de modo que proporcionan un
sustrato adecuado para enzimas especificas de la ruta secretora (por ejemplo furina o peptidasa sefial) de la célula
huésped que se usara para escindir las PHEX escindibles recombinantes producidas para dar una sPHEX de
direccionamiento 6seo secretada. La probabilidad de que una secuencia disefiada se escinda por la peptidasa sefial
de la célula huésped puede predecirse mediante un algoritmo informatico apropiado tal como el descrito en
Bendtsen et al. (J Mol Biol. 16 de julio de 2004; 340(4):783-95) y disponible en la Web en
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ que tiene en cuenta parametros incluyendo los siguientes: los aminoacidos
en la posicion -3 y -1 respecto al sitio de escisidon mediante la peptidasa sefal tienen de manera deseable cadenas
laterales no cargadas y pequefias. Preferiblemente, en la posicion -1: Ala, Ser, Gly, Cys, Thr y ocasionalmente GIn,
Pro y Leu. De manera similar, los de la posicién -3 deben ser preferiblemente: Ala, Ser, Gly, Cys, Thr, lle, Leu, Val.
Ademas, los amino4cidos en la posicién -6 y -4 respecto al sitio de escisién son de manera deseable los que pueden
inducir la formacion de residuos con un giro beta (tales como Pro).

Se dan a conocer ademas conjugados que comprenden aminoacidos adicionales que pueden seleccionarse
basandose en la estrategia de clonacion usada para producir una PHEX recombinante escindible. Por tanto, la
PHEX recombinante escindible dada a conocer en los ejemplos 3 y 4 a continuacidon contiene tales aminoacidos
adicionales en el sentido de 5 del poliaspartato y entre el poliaspartato y la secuencia de ectodominio nativa.
Ademas, se da a conocer un conjugado que comprende la secPHEX dada a conocer en la solicitud en tramitacién
junto con la presente n.° WO 02/15918 preparada fusionando el fragmento N-terminal NL-1 que comprende un sitio
de furina con el ectodominio nativo de PHEX con el vector pCDNA3/RSV/NL-1-PHEX, y una secPHEX que
comprende un fragmento de inmunoglobulina en su extremo N-terminal. Mas particularmente, la figura 12 presenta
esquematicamente la estructura de secPHEX que comprenden aminoacidos adicionales en el sentido de 5’ del
fragmento de ectodominio de PHEX 46-749 nativo. Los constructos n.° 1 a 3 y 5 podrian fusionarse con un
poliaspartato y usarse como conjugados. El constructo n.° 4 constituye un conjugado: comprende un poliaspartato
D1¢ y un fragmento de ectodominio nativo.

Los conjugados pueden también abarcar ademas sPHEX que comprenden deleciones en su extremo C-terminal no
perjudiciales para su actividad enzimatica.

Ademas, pueden darse a conocer conjugados en los que el poliaspartato estara unido al extremo C-terminal del
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fragmento de ectodominio de PHEX nativo.
SALP

ALP es una proteina unida a la membrana anclada a través de un glicolipido a su extremo C-terminal. Este anclaje
de glicolipido (GPI) se afiade de manera postraduccional tras la eliminacién de un extremo C-terminal hidréfobo que
sirve como anclaje de membrana transitoria y como sefial para la adicién del GPI. Por tanto, la sALP usada en el
ejemplo 6 en el presente documento esta constituida por una ALP en la que el primer aminoacido de la secuencia C-
terminal hidréfoba, concretamente alanina, se sustituye por un codén de terminacion. La ALP soluble asi formada
contiene todos los aminoacidos de la forma anclada nativa y por tanto activa de ALP.

Los conjugados de sALP segun realizaciones especificas de la presente invencién son por tanto cualquier sALP
junto con un poliaspartato seleccionado del grupo que consiste en Do a D16 fusionado inmediatamente en el sentido
de 3’ de este fragmento.

El conjugado puede comprender ademas opcionalmente uno o mas aminoéacidos adicionales 1) en el sentido de 5’
del poliaspartato; y/o 2) entre el poliaspartato y el fragmento de sALP nativa o equivalente funcional. Este es el caso
por ejemplo cuando la estrategia de clonacién usada para producir el conjugado de direccionamiento 6seo introduce
aminoacidos exdgenos en estas ubicaciones. Sin embargo, los aminoacidos exdgenos deben seleccionarse de
modo que no proporcionen un sitio de transaminacion adicional. La probabilidad de que una secuencia disefiada se
escinda mediante la transaminasa de la célula huésped puede predecirse tal como se describe por Ikezawa (Biol
Pharm. Bull. 2002, 25(4) 409-417).

Los conjugados de la presente invencién también abarcan ademas sALP que comprenden deleciones en su extremo
N-terminal no perjudiciales para su actividad enzimatica.

Ademas, la presente invencion comprende conjugados en los que el poliaspartato estaria unido al extremo N-
terminal del fragmento anclado de ALP nativa o su fragmento biolégicamente activo.

La expresién “proteina recombinante” se usa en el presente documento para referirse a una proteina codificada por
un acido nucleico manipulado genéticamente insertado en una célula huésped procariota o eucariota. El acido
nucleico se coloca generalmente dentro de un vector, tal como un plasmido o virus, segun sea apropiado para la
célula huésped. Aunque se ha usado E. coli como huésped para expresar los conjugados de la presente invencion
en los ejemplos presentados en el presente documento; un experto en la técnica entendera que pueden usarse
varios otros huéspedes para producir proteinas recombinantes segin métodos que son rutinarios en la técnica. Se
dan a conocer métodos representativos en Maniatis, et al. Cold Springs Harbor Laboratory (1989). “Proteina
escindible recombinante” tal como se usa en el presente documento pretende referirse a una proteina recombinante
que puede escindirse mediante una enzima del huésped de modo que produce una proteina secretada/soluble.

La expresion “fragmento de ectodominio” en el presente documento cuando se usa en relacion con PHEX pretende
referirse a un fragmento de PHEX que esta ubicado fuera de la membrana celular cuando se encuentra en su forma
nativa.

La expresion “tejido 6seo” se usa en el presente documento para referirse a tejido sintetizado por osteoblastos
compuesto por una matriz organica que contiene en su mayor parte colageno y mineralizada mediante la deposicion
de cristales de hidroxiapatita.

Las proteinas de fusion comprendidas en los conjugados de administracion ésea de la presente invencion son utiles
para el tratamiento terapéutico de estados defectuosos éseos proporcionando una cantidad eficaz de la proteina de
fusion al hueso. La proteina de fusidon se proporciona en forma de una composicion farmacéutica en cualquier
portador farmacéuticamente aceptable, y se administra mediante cualquier procedimiento convencional, por ejemplo
mediante inyeccion intravenosa.

La expresién “portador farmacéuticamente aceptable” se usa en el presente documento para referirse, cuando se
elige la administracion parenteral como la via de administracion, a emulsiones, suspensiones o disolventes acuosos
0 no acuosos estériles farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol,
polietilenglicol, aceite vegetal, aceite de pescado y ésteres organicos inyectables. Los disolventes acuosos incluyen
agua; disoluciones de agua-alcohol; solucion salina fisiolégica; vehiculos parenterales médicos tamponados
incluyendo disolucién de cloruro de sodio, disolucion de dextrosa de Ringer, disolucién de dextrosa mas cloruro de
sodio, reabastecedores de fluidos y nutrientes; reabastecedores de electrolitos; disolucion de Ringer que contiene
lactosa, o aceites fijos.

La expresion “cantidad eficaz” se usa en el presente documento para referirse a la cantidad minima de una
composicion farmacéutica que debe administrarse a un mamifero con el fin de lograr un efecto terapéutico
significativo. Las dosificaciones dependeran de muchos factores incluyendo el modo de administracion.
Normalmente, la cantidad de proteina contenida dentro de una Unica dosis sera una cantidad que previene, retrasa o
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trata de manera eficaz un estado no deseado relacionado con los huesos sin inducir toxicidad significativa. En
particular, una cantidad eficaz del conjugado y las composiciones de la presente invencién comprendera una
cantidad de proteina de fusién que provocara un alivio significativo de los sintomas clinicos del estado.

La cantidad eficaz puede administrarse diariamente, semanalmente, mensualmente o fracciones de los mismos.
Normalmente, una composicién farmacéutica de la invencién puede administrarse en una cantidad de desde
aproximadamente 0,001 mg hasta aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal al dia (por ejemplo, 10 mg,
50 mg, 100 mg o 250 mg). Las dosificaciones pueden proporcionarse en un régimen de dosificacion o bien unica o
bien multiple. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cantidad eficaz es una dosis que oscila desde
aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 25 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso al dia, desde
aproximadamente 50 mg hasta aproximadamente 10 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso al dia, desde
aproximadamente 100 mg hasta aproximadamente 5 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso al dia,
aproximadamente 1 gramo del conjugado que va a dirigirse al hueso al dia, de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 25 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso a la semana, de aproximadamente 50 mg a
aproximadamente 10 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso a la semana, de aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 5 gramos del conjugado que va a dirigirse al hueso cada dos dias, y aproximadamente 1 gramo
del conjugado que va a dirigirse al hueso una vez a la semana.

Estas son simplemente directrices puesto que la dosis real debe seleccionarse y ajustarse cuidadosamente por el
médico encargado basandose en factores clinicos Unicos para cada paciente. La dosis diaria 6ptima se determinara
mediante métodos conocidos en la técnica y se vera influida por factores tales como la edad del paciente y otros
factores clinicamente relevantes. Ademas, los pacientes pueden tomar medicamentos para otras enfermedades o
estados. Puede continuarse con los otros medicamentos durante el tiempo en el que la proteina para administracion
al hueso se administra al paciente, pero es particularmente aconsejable en tales casos comenzar con dosis bajas
para determinar si se experimentan efectos secundarios adversos.

La expresion “condiciones de alta rigurosidad” pretende referirse a condiciones que permiten que se unan
secuencias con una alta homologia. Sin limitarse a ello, se enumeran ejemplos de tales estados en el manual
“Molecular cloning, a laboratory manual”, segunda edicion de 1989 de Sambrook et al.: 6X SSC o 6X SSPE, reactivo
de Denhardt o no, SDS al 0,5% y la temperatura usada para obtener condiciones de alta rigurosidad esta lo mas a
menudo alrededor de 68°C (véanse las paginas 9.47 a 9.55 de Sambrook) para &cido nucleico de 300 a 1500
nucledtidos. Aunque la temperatura 6ptima que va a usarse para una sonda de acido nucleico especifica puede
calcularse empiricamente, y aunque hay espacio para alternativas en las condiciones del tampdn seleccionadas,
dentro de estos intervalos de condiciones muy bien conocidos, el acido nucleico capturado no variara
significativamente. De hecho, Sambrook indica claramente que la “eleccién depende en gran medida de la
preferencia personal” (véase la pagina 9.47). Sambrook especifica que la formula para calcular la temperatura
optima que varia segun la fraccion de guanina y citosina en la sonda de acido nucleico y la longitud de la sonda (de
10 a 20°C inferior a la Tm en la que Tm = 81,5°C + 16,6(log10[Na+]) + 0,41(fraccién de G+C) - 0,63 (% de formamida [
(600/1)) (véanse las paginas 9.50 y 9.51 de Sambrook).

Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion resultaran mas evidentes tras la lectura la siguiente
descripcién no restrictiva de realizaciones preferidas de la misma, proporcionadas a modo de ejemplo soélo con
referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

En los dibujos adjuntos:

la figura 1 presenta el estado de pureza de las proteinas GST y GST-D1o en un gel de SDS-poliacrilamida realizado
tras la cromatografia de CL-4B;

la figura 2 muestra la estimulacion de la union de GST a hueso mediante motivos peptidicos Dg, D1o y D16 a través
del porcentaje de la dosis inyectada de GST recombinante que se encuentra asociada con tejidos especificos;

la figura 3 proporciona una representacion esquematica del vector pPCDNA3-RSV-D10sPHEX-NEO de plasmido;

la figura 4 presenta un perfil cromatografico de deteccién a 280 nm del flujo de PHEX para la SP-Sepharose™ HP
(A) y la blue-Sepharose HP (B). La linea recta representa la razén de tampén;

la figura 5 presenta un analisis de SDS-PAGE tefiida con Sypro-ruby™ de las diferentes fracciones recogidas
durante todo el procedimiento de purificacion de D1osPHEX;

la figura 6 muestra la variacion en los niveles séricos de fosfatasa alcalina (ALP) observados en ratones Hyp a los
que se les inyectaron diariamente dosis i.v. de sSPHEX y D1o-sPHEX durante 14 dias. Los valores de U/l representan
la disminucién observada entre el dia -3 (que corresponde en la grafica a 0 U/l) y el dia 15 del régimen de inyeccion
y son la media de medidas realizadas en 6 animales;



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2365023 T3

la figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos de una secuencia de ADN recombinante que codifica para una
proteina que puede escindirse de modo que produce D1o-sPHEX (SEQ ID NO: 1);

la figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos codificada por la D1o-sPHEX de la figura 7 (SEQ ID NO: 2);

la figura 9 compara la union a la fase mineral del hueso de proteinas (A. GST, B. sPHEX) con la de sus homdlogos
fusionados con deca-aspartato;

la figura 10 muestra los aminoacidos de una PHEX nativa (o unida a la membrana) (SEQ ID NO: 3);

figura 11 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de un conjugado D1o-sPHEX producido mediante la
escision de la proteina escindible recombinante de la figura 8;

la figura 12 ilustra esquematicamente la estructura y las actividades de diversos constructos de secPHEX;

la figura 13 ilustra graficamente a través de medicion fluorimétrica la actividad fosfatasa alcalina en el extracto
celular soluble y medio gastado de HEK293 transfectadas de manera transitoria con vectores de expresion que
codifican para sALP-D+o y sALP;

la figura 14 ilustra graficamente la deteccion de sALP y sALP-D4o mediante inmunotransferencia de tipo Western con
el anticuerpo B4-78 especifico en los medios gastados y el extracto celular de HEK-293 tras la transfeccion
transitoria. (Panel A: tincién con rojo Ponceau; Panel B: inmunotransferencia de «-B4-78). Se muestran en la
izquierda los tamafos de los marcadores de peso molecular;

la figura 15 muestra graficamente la union a la fase mineral del hueso de un deca-aspartato fusionado con fosfatasa
alcalina secretada;

la figura 16 muestra A. la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 5) de una fosfatasa alcalina soluble; y B. la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6) de esa fosfatasa alcalina soluble;

la figura 17 muestra A. la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 7) que codifica para un conjugado de la presente
invencion, concretamente sALP-D1o; y B. la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 8) de ese conjugado; y

la figura 18 muestra graficamente el efecto de D10-sALP sobre la inhibicidon de la mineralizaciéon mediada por PPi.
Descripcién de realizaciones ilustrativas

La presente invencién mostré que péptidos poli-asparticos especificos fusionados en marco con una proteina, tal
como se muestra a modo de ejemplo en el presente documento mediante la proteina glutatién-S-transferasa (GST),
usada como proteina indicadora, mediante sPHEX y mediante sALP, pueden aumentar significativamente la
capacidad de unién al hueso de estas proteinas.

La presente invencion se ilustra en detalles adicionales mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

La tabla 1 presenta la secuencia de oligonucleétidos usados en los ejemplos 1 a 7.
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Ejemplo 1
Unién al hueso de GST-Dg, GST-D1oy GST-D1s

Se uso tecnologia de ADN recombinante para generar un plasmido que contenia un acido nucleico que codificaba
para GST seguido en marco por un 4cido nucleico que codificaba para un péptido acido Dg, D10 0 D1e. Para obtener
los conjugados GST-Dg, GST-D1o y GST-D+6, s&e mezcld en primer lugar el oligonucleétido de SEQ ID NO: 9 (véase
la tabla 1) con el oligonucledtido de SEQ ID NO: 10, se mezclé el oligonucledtido de SEQ ID NO: 11 con
oligonucledtido de SEQ ID NO: 12, y se mezclé el oligonucleétido de SEQ ID NO: 13 con oligonucledétido de SEQ ID
NO: 14. Este procedimiento generd oligonucleétidos dobles que codificaban para Ds, D1o y D16, respectivamente, y
que tenian extremos compatibles con la clonacién en el plasmido pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) digerido
previamente con las endonucleasas de restriccion BamHI y Notl. Se transformaron vectores pGEX3T-4 en la cepa
bacteriana de E. coli AP401 deficiente en proteasa (lon::mini tetR ara-Alac-pro nalA argEam rifR thil [F’ pro AB laclq
Z M15])).

Se usaron colonias bacterianas positivas para sembrar un precultivo de 10 ml de medio YT doble y ampicilina
100 mg/litro. Se hicieron crecer las bacterias durante la noche a 37°C en un agitador orbital fijado a 250 rpm. Se
afnadio el precultivo a 500 ml de medio YT con ampicilina doble nuevo en un matraz Erlenmeyer de 2 litros. Se
dejaron crecer las bacterias a 37°C con agitacion orbital hasta que se alcanzé una densidad 6ptica a 595 nm de 0,7.
Se indujo entonces la expresion de proteinas afadiendo 500 pl de disolucion de IPTG 0,1 M y se pusieron de nuevo
las bacterias en incubacién durante 2 horas. Se centrifugaron las bacterias a 8000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se
suspendié el sedimento en 25 ml de PBS enfriado con hielo que contenia inhibidor de proteasas en comprimido
oblongo Complete-EDTA (Boehringer Mannheim) y se congelé a -20°C.

Se descongelaron las bacterias y se rompieron en hielo con 6 pulsos de sonicacion cada 50 segundos antes de la

centrifugacion a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se mezclé el sobrenadante con 500 ul de resina humeda GS[
4B (Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada con PBS. Se mantuvo la resina como una suspension durante la

incubacién durante la noche a 4°C. Se enjuago la resina con PBS hasta que la densidad éptica a 280 nm era inferior
a 0,01. Entonces se colocd la resina en una columna vacia y se eluyeron las proteinas con glutation 10 mM disuelto

en PBS. Se dializaron las fracciones de eluciéon reunidas frente a PO4 de sodio 1 mM pH 7,4 y NaCl 150 mM. Se

filtraron las proteinas dializadas en un entorno estéril sobre una membrana de PES de 0,22 um y se mantuvieron a

4°C. Normalmente, se recuperaron 40 y 60 mg de proteinas puras por litro de cultivo respectivamente. La figura 1

muestra un ejemplo de un analisis de SDS-PAGE de la GST y GST-D1¢ purificadas. Se yodaron las proteinas

purificadas usando reactivo de yodacion de perlas de yodo (Pierce).

Se dializaron GST y GST fusionado a péptido frente a PBS y se fijé la concentracion a 2 mg/ml. Se inicio la reaccion
de yodacion afiadiendo 2 perlas de yodo enjuagadas con PBS a 2 mCi de Na'?| (100 pCi/ul, ICN) disuelto en 500 pl
de PBS. Se incubaron las perlas a temperatura ambiente durante cinco minutos antes de afiadir 1 mg de proteina
dializada. Se produjo la reaccion de yodacion durante 15 minutos antes de eliminar las perlas y enjuagar en 500 ml
de PBS. A los 1,5 ml finales de la disolucion de proteina yodada, se le afiadieron 15 pul de Nal 6 mM para diluir la
radiactividad no especifica. Entonces se desal6 la mezcla usando columnas de filtracion en gel PD-10 (Amersham
Pharmacia Biotech) equilibradas con PBS. Las proteinas eluyeron en el volumen vacio. Se concentraron y dializaron
frente al tampédn in vivo (PO4 de sodio 1 mM pH 7,4 y NaCl 150 mM) usando cartuchos Centriprep-YM10™
(Amicon). Se midi6 la radiactividad usando un contador de radiacion gamma, se evalu6 la concentracion de proteina
mediante el ensayo de Bradford y se revelé el enlace quimico de 25 a proteinas mediante autorradiografia de SDS[
PAGE secada. Se mantuvieron las muestras yodadas a 4°C.

Capacidad de union al hueso de proteinas de fusion GST-péptidos poliasparticos en comparacion con la de
GST sola

Se inyectaron las proteinas de fusion de GST yodadas en ratones bajo anestesia de isoflurano como un bolo
intravenoso a través de la vena subclavia. Se inyecté una dosis de 1 mg de proteina yodada / por kg de peso
corporal. Se fij6 el volumen de dosis maxima a 10 ml/kg. La duracién del tratamiento fue de sesenta minutos. Diez y
sesenta minutos tras la inyeccion, se extrajeron muestras de sangre (de 0,1 a 0,2 ml) a través de la vena subclavia
bajo anestesia en tubos Microvette™ (Sarstedt, n.° 20.1291) con suero/activador de la coagulaciéon en gel. En la
necropsia, se extrajeron muestras de sangre y se sacrificaron los animales mediante exanguinacién del corazén bajo
anestesia de isoflurano. Se extrajeron los 6rganos (rifiones, higado, fémures, tibias y tiroide), se enjuagaron en
solucion salina al 0,9% USP, se transfirieron sobre una gasa y se transfirieron a tubos para contador gamma. Se
pesaron las muestras de suero y los 6rganos y se midi6é la radiactividad. Se expresaron los resultados como
porcentaje de dosis inyectada. Ni D1o-GST ni D16-GST promovieron la unién a otros érganos distintos de hueso. Esto
mostré la especificidad de estos conjugados para el hueso (datos no mostrados).

La figura 2 muestra que la proteina de fusion GST-Ds no se unia mas a tibia o fémur que GST sola. En cambio, los
motivos peptidicos D1o y D1s promovieron la uniéon de GST a huesos.
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El hecho de que Deg, un péptido que se muestra que administra satisfactoriamente moléculas pequenas a hueso, no
podia administrar satisfactoriamente una proteina, concretamente GST, a hueso muestra que no puede predecirse si
un péptido acido especifico que se sabe que administra eficazmente una molécula pequefia a hueso también sera
eficaz en la administracién de una proteina a hueso.

Ejemplo 2
Capacidad de union de GST fusionada con diversos péptidos

La fosfoglicoproteina extracelular de la matriz humana (hMEPE) es una proteina sintetizada por osteoblastos que
muestra similitudes importantes con un grupo de fosfo-glicoproteinas de la matriz mineral de huesos y dientes,
proteinas que se sabe que se unen de manera natural a la matriz 6sea (8). De particular importancia, hMEPE
presenta en su extremo carboxilo terminal una secuencia de 18 residuos de aminoacido
(DDSSESSDSGSSSESDGD) (SEQ ID NO: 31) similar a péptidos acidos que se encuentran en la fosforina
dentinaria y la sialofosfoproteina dentinaria, que se sabe que se unen ambas a la matriz ésea (8).

La estaterina humana (estaterina h) es una proteina sintetizada por las glandulas salivales, que de manera similar a
la histatina modula directamente la nucleaciéon y/o el crecimiento de la hidroxiapatita. De particular importancia,
estaterina h presenta una secuencia de 15 residuos de aminoacido en las posiciones 20 a 34
(DSSEEKFLRRIGRFG) (SEQ ID NO: 32) que se muestra que se une fuertemente a hidroxiapatita (9).

La proteina Gla de la matriz humana (hMGP) es una proteina sintetizada por células de musculo liso vascular y
condrocitos que funciona como inhibidor de la polimerizacién de la hidroxiapatita uniéndose a nucleos de cristal. De
particular importancia, h(MGP presenta en su extremo amino-terminal una secuencia de 17 residuos de aminoacido
en las posiciones 19 a 35 del marco de lectura abierto (CYESHESMESYELNPFI) (SEQ ID NO: 33) similar a péptidos
acidos gamma-carboxiglutamicos fosforilados encontrados en osteocalcina que se sabe que se unen a la matriz
Osea, y que se cree que promueven la unién a la matriz 6sea (10).

La osteopontina humana (hOPN) es una proteina sintetizada por osteoblastos que regula el crecimiento de los
cristales de hidroxiapatita. Esta proteina pertenece a la familia de sialofosfoproteinas éseas. De particular
importancia, hOPN presenta una secuencia de 13 residuos de aminoacido (QNAVSSEETNDFK) (SEQ ID NO: 34) en
las posiciones 58 a 70 del marco de lectura abierto. Esta secuencia muestra un alto nivel de homologia entre
especies de mamiferos. La prediccion de la estructura secundaria hace que esta secuencia sea apropiada para la
exposicion a disolvente y se mostrd que esta secuencia esta fosforilada en sus residuos de serina. Se cree que esta
ultima caracteristica afecta a la unién a la matriz 6sea (11).

La sialoproteina Il 6sea humana (hBSP2) es una proteina sintetizada por osteoblastos que muestra similitudes
importantes con un grupo de fosfo-glicoproteinas de la matriz mineral de huesos y dientes, proteinas que se sabe
que se unen de manera natural a la matriz 6sea. De particular importancia, hBSP2 presenta en su extremo amino(’
terminal una secuencia de 18 residuos de aminodcido en las posiciones 62 a 79 del marco de lectura abierto
(GSSDSSEENGDDSSEEEE) (SEQ ID NO: 35) similar a péptidos acidos que se encuentran en la fosforina dentinaria
y MEPE, y que se cree que promueven la unién a la matriz 6sea (8).

La proteina 5 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina humana (hIGFBP5) se sintetiza por osteoblastos.
Esta proteina, de manera similar a proteinas de la familia de IGFBP, se cree que regula la funcién de osteoblastos
en el proceso de remodelaciéon ésea. De particular importancia, hIGFBP5 presenta una secuencia de 18 residuos de
aminoacido en las posiciones 221 a 238 del marco de lectura abierto (RKGFYKRKQCKPSRGRKR) (SEQ ID NO: 36)
que se mostré que se unia fuertemente a hidroxiapatita (12).

La adhesina de colageno de Staphylococcus aureus (M81736) es una proteina expresada en la superficie de S.
aureus que promueve la union de bacterias a la matriz de colageno de tejidos cartilaginosos y 6éseos de mamiferos.
Se notificd que una unidn de este tipo puede desempefiar un papel decisivo en el desarrollo de patogénesis tales
como osteomielitis y artritis infecciosa. De particular importancia, se notificé que el dominio de unién a colageno
(CBS) de esta adhesina abarcaba 151 residuos de aminoacido (G168 a N318) del marco de lectura abierto de la
proteina (13,14). La secuencia primaria de aminoacidos es la siguiente:

GTSSVFYYKTGDMLPEDTTHVRWFLNINNEKSYVSKDITI
KDQIQGGQQLDLSTLNINVTGTHSNYYSGQSAITDFEKAFPGSKITVDNTKNTI
DVTIPQGYGSYNSFSINYKTKITNEQQKEFVNNSQAWYQEHGKEEVNGKSFN HTVHN. (SEQ ID NO: 37)

Se construyeron plasmidos que contenian las secuencias de péptidos acidos derivadas de hMEPE, estaterina h,
hMGP, hOPN, hBSP2, hIGFBP5 y CBS tras GST en marco para determinar si podian promover el direccionamiento
6seo de una proteina recombinante. Se us6 tecnologia de ADN recombinante tal como se describio en el ejemplo 1
para generar plasmidos para péptidos derivados de hMEPE, estaterina h, hMGP, hOPN, hBSP2 y hIGFBP5. Se
mezclaron los pares de oligonucleétidos identificados en la tabla 1 para cada uno de estos péptidos para obtener la
proteina de fusion GST-péptido acido correspondiente. Este procedimiento generd oligonucleétidos dobles que
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codificaban para estos péptidos acidos y que tenian extremidades compatibles con la clonacion en el plasmido
pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) digerido previamente con las endonucleasas de restriccion BamHI y Notl.

Se construyé un plasmido que contenia CBS tal como sigue. Se obtuvo un gen sintético que correspondia a la
secuencia de CBS de Bio S&T (Montreal) y se insertd en el plasmido pLIV Select. Se usaron oligonucleétidos de
SEQ ID NO: 27 y 28 como cebadores en reacciones de PCR con el plasmido pLIV Select que contenia el gen CBS
para amplificar las secuencias especificas de CBS. Se transformaron vectores pGEX-4T-3 en la cepa bacteriana de
E. coli AP401 deficiente en proteasa (lon::mini tetR ara- Alac-pro nalA argEam rifR thil [F’ pro AB laclq Z M15]).

La produccion y purificacion de proteinas, y la farmacodistribucion de la proteina de fusidén yodada se realizaron tal
como se describié en el ejemplo 1.

Ninguno de estos GST-péptidos acidos mostré unirse a huesos (resultado no mostrado).

El hecho de que el péptido derivado de estaterina, un péptido que se muestra que administra satisfactoriamente una
pequefia parte de osteopontina a hueso, no podia administrar satisfactoriamente la proteina GST a hueso muestra
que no puede predecirse si un péptido acido especifico que se sabe que administra eficazmente un péptido pequefio
a hueso sera también eficaz en la administracién de una proteina a hueso.

Ejemplo 3
D10 aumenta la capacidad de sPHEX para corregir los niveles de fosfatasa alcalina en ratones

PHEX es una metalopeptidasa que se cree ampliamente que controla el nivel de factores peptidicos 6seos
implicados en la regulacion de la mineralizacion y la homeostasis del fosfato en el riion. PHEX se expresa en la
superficie de osteoblastos y osteocitos en contacto con o incrustados en la matriz 6sea. Este ejemplo proporciona
datos sobre el disefio, la produccién y la purificacion de una forma extendida de sPHEX que contiene en su extremo
N-terminal una secuencia de 10 residuos de acido aspartico disefiada para anclarse a la matriz 6sea.

Vector de expresion de DiosPHEX

Se insertd un sitio de restriccion de endonucleasa BspEl mediante mutagénesis dirigida al sitio (QuickChange,
Stratagene) en el vector pPCDNA3-RSV-sPHEX-NEO (Boileau G. et al., Biochem. J. (2001) 355, 707-13) usando los
siguientes cebadores de oligonucledtido:

5-CAGTCAAGGTCTCTTATCCGGAAGTCTCCAAGCTAAACAGG-3’ (SEQ ID NO: 38)
y 5-CTGTTTAGCTTGGAGACTICCGGATAAGAGACCTTGACTGG-3’ (SEQ ID NO: 39).

Se insert6 la secuencia de BspEl de hexdmero (subrayada) en marco con y en el sentido de 5 de la secuencia de
ADN de sPHEX. Este constructo codifica para una proteina recombinante que puede escindirse entre la leucina y
serina en las posiciones 41 y 42, respectivamente en la figura 8. Esta constituido por tanto por dos aminoacidos
exogenos, seguidos en el sentido de 3’ por un deca-aspartato, que a su vez esta seguido por dos aminoacidos
exogenos adicionales. Estos 4 aminoacidos exdgenos se derivan de la estrategia de clonacién usada para producir
el conjugado. Se mostré que estos aminoacidos exdgenos no suprimian la actividad enzimatica del conjugado
(véase la figura 12 que muestra la actividad especifica de este constructo) pero puede prescindirse de los mismos.
En el sentido de 3’ de estos aminoacidos exdgenos esta un fragmento de ectodominio de la PHEX nativa que
comienza por tanto con la serina en la posicion 46 de la secuencia presentada en la figura 10. Se escindié el vector
pCDNA3-RSV-NEO modificado con BspEl y entonces se digiri6 con fosfatasa alcalina para eliminar los restos
fosfato en 5. Se fosforild en primer lugar un oligonucleétido doble que codificaba para deca-aspartato: [5'(]
CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3 (SEQ ID NO: 29) y 3’0
TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5’ (SEQ ID NO: 30)] en sus extremos 5’ con polinucleétido
cinasa de T4 y se ligd con el vector digerido con BspEl. Esto produjo el vector pPCDNA3-RSV-D1,sPHEX-NEO (figura
3). Este vector comprendia la secuencia presentada en la figura 7 que codifica para la PHEX escindible
recombinante que tiene la secuencia de aminoacidos presentada en la figura 8.

Expresion de DipsPHEX recombinante

Para inducir la expresion estable de la proteina D1gsPHEX, se transfecté el vector pPCDNA3-RSV-D1osPHEX-NEO en
células LLC-PK1 (células de rifidn porcino; n.° de la ATCC CRL-1392) usando el kit de transfecciéon de liposomas
Lipofectamine-Plus® (Invitrogen). Se seleccionaron células transfectadas afiadiendo G-418 400 ug/ml (Life
Technologies) al medio: se examinaron clones de células resistentes a G-418 para detectar la expresion de
D1osPHEX usando el ensayo enzimatico fluorescente de PHEX [Campos M. et al. Biochem. J. (2003) 373, 271-9]. Se
estimé el peso molecular aparente de la proteina recuperada en el medio gastado mediante inmunotransferencia
usando un anticuerpo monoclonal generado contra un fragmento de PHEX humana recombinante (K121-E294) tal
como se describié anteriormente (Ruchon AF et al. J. Bone Miner. Res. (2000) 15, 1440-1450). Se usé un clon

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2365023 T3

resistente a G-418 que expresaba de 1 a 2 mg de D10sPHEX por litro para la produccion de proteina. Se sembraron
las células en Cellstack-10® (Corning) a una densidad de 7 X 10" en 1,75 litros de medio (medio 199, FBS al 6%,
piruvato de Na 1 mM, penicilina 1x10> U/litro, estreptomicina 100 mg/litro y G-418 al 1%). Se aumento la expresion
de D4osPHEX incubando las células en 1,75 litros de DMEM + butirato de sodio 10 mM durante cuatro dias a 37°C y
el 5% de CO- antes de la recogida del medio gastado.

Purificacion y caracterizacion

Se centrifugd el sobrenadante celular a 500 x g durante 5 minutos a 4°C y se filtré sobre fibra de vidrio (Fisher,
APFC09050) y se concentré de 10 a 40 veces usando un dispositivo de filtracion de flujo tangencial Ultrasette® 30
(Pall Canada). Se llevo el pH de la disolucion hasta 5,6 con acido acético 1 M antes de una dialisis durante la noche
a 4°C frente a acetato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM pH 5,6 (tampon SP). Se cargd el sobrenadante dializado, a
una velocidad de flujo de 4 ml/min., sobre una columna de intercambio catiénico SulfoPropyl-Sepharose de 20 mi
(Amersham Pharmacia Biotech) previamente equilibrada con tampén SP. Se lavé la columna con el mismo tampén a
la misma velocidad de flujo hasta que se alcanzé un nivel inicial de absorbancia de 280 nm. Entonces se eluyeron la
mayoria de las proteinas contaminantes con una etapa de NaCl 226 mM en el tampdén SP. Entonces se eluyé
D19sPHEX con una etapa de NaCl 280 mM (figura 4A). Se analizaron las fracciones mediante SDS-PAGE y con el
ensayo de actividad enzimatica de PHEX. Se reunieron las fracciones que contenian sPHEX y se dializaron de
manera exhaustiva frente a MOPS 20 mM pH 7, NaCl 250 mM antes de cargar en una columna Blue-Sepharose®
HP (Amersham Pharmacia) de 5 ml a 5 ml/min. Se enjuagé la columna, a la misma velocidad de flujo con el mismo
tampon y se recuperd la mayoria de la proteina D1osPHEX aumentando la concentracion de NaCl gradualmente
hasta 350 mM (figura 4B). La pureza de la fraccion final fue mayor del 95%. Alternativamente, la Blue-Sepharose®
podia reemplazarse por Heparin-Sepharose® (Amersham Pharmacia) en la que D1osPHEX se une fuertemente a lo
largo de un intervalo de pH (de 5 a 8). Se eluyé D1sPHEX usando un gradiente de NaCl. Se determiné que la
pureza estaba por encima del 90%. Se concentré D1osPHEX y se dializ6 frente a PO4 de sodio 1 mM pH 7,4, NaCl
150 mM usando cartuchos Centriprep-50®. Se filtré la muestra dializada en un entorno estéril sobre una membrana
de 0,22 um. Se mostré que D1osPHEX purificada permanecia estable a lo largo de meses a 4°C. Se determinaron
las concentraciones de proteina usando el método de Bradford (kit de ensayo de proteinas DC; Biorad) con
albumina sérica bovina (BSA) como patrén. Se evalud la pureza de la proteina mediante tincién con Sypro-Ruby®
(Molecular Probes) de proteinas resueltas en SDS-PAGE al 4-12% (figura 5). Se determind la actividad enzimatica
de D1osPHEX usando el sustrato fluorogénico.

Efecto de inyecciones de sPHEX y Dio-SPHEX sobre los niveles circulantes de fosfatasa alcalina en ratones
Hyp

Los ratones Hyp ligados al cromosoma X albergan una delecién grande en la region 3’ del gen PHEX y es el
homadlogo murino de la hipofosfatemia humana ligada al cromosoma X (XLH). Por tanto, estos ratones representan
un modelo util para estudiar la fisiopatologia de XLH asi como para someter a prueba la eficacia de los agentes
terapéuticos en estudios preclinicos.

Se investigdé por tanto el posible efecto terapéutico de D1osPHEX y sPHEX con inyeccién intravenosa en bolo a
ratones Hyp/Y a lo largo de un periodo de 2 semanas.

Se dializaron D1gsPHEX y sPHEX frente a vehiculo y se filtraron las disoluciones a través de un filiro de proteinas de
baja union de 0,22 um. Se tomaron alicuotas de las disoluciones y volvieron a someterse a ensayo para determinar
la actividad enzimatica y la concentraciéon mediante ensayo enzimatico fluorogénico y el método de Bradford,
respectivamente.

Se anestesié a cada raton son isoflurano vaporizado (2%) y se inyectaron D1osPHEX o sPHEX como un bolo
intravenoso a través de la vena subclavia. La dosis fue de 5 mg/kg de peso corporal para cada grupo. Se trataron los
animales una vez al dia durante 14 dias consecutivos. Se extrajeron muestras de sangre (0,1-0,2 ml) a través de la
vena subclavia bajo anestesia en los dias de estudio -3 y +15 (antes de la necropsia, 24 horas tras la ultima
inyeccion). Se sometieron a ensayo los niveles de fosfatasa alcalina total (ALP) en suero diluido (30 ul de muestra
de suero con 90 pl de solucién salina al 0,9% USP). Aunque las dosificaciones apropiadas para pacientes humanos
no son proporcionales a las usadas en ratones, estas dosificaciones son predictivas de los intervalos de
dosificaciones que podrian ser adecuadas en seres humanos usando tablas publicadas.

Tal como se observa en la figura 6, la forma extendida con D1y de sPHEX indujo una mayor disminucién en los
niveles de fosfatasa alcalina que la forma de sPHEX normal.

Ejemplo 4
La fusién de Dip con GST recombinante aumenta su unién a la fase mineral del hueso in vitro

Marcaje con fluoresceina de proteinas purificadas
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Se marcaron proteinas purificadas recombinantes con isotiocianato de fluoresceina (FITC, Molecular Probes F143).
Se llevd a cabo la reaccion afiadiendo proteinas a fosfato de sodio 10 mM, tampdén NaCl 50 mM pH 7 a una
concentracion de proteinas final de 1 mg/ml. Se inicié la reaccién de marcaje afiadiendo FITC disuelto en DMSO a
una concentracion de 20 mg/ml hasta alcanzar una razén molar de 20:1 con respecto a la concentracion de proteina.
Se dej6é reaccionar la mezcla a temperatura ambiente durante una hora. Se separ6 la proteina marcada de la
fluoresceina libre en una columna PD-10® (Pharmacia) antes de la dialisis en el tampdn de unién (fosfato de sodio
1 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

Preparacion de la fase mineral de huesos

Se diseccionaron huesos largos de una rata y se trituraron hasta dar un polvo en un mortero enfriado con nitrégeno
liquido. El polvo o bien se mantuvo a -80°C o bien se us6 directamente. Se lavé una alicuota del polvo (300 mg) 3
veces con 8 ml de PBS y se afiadieron 8 ml de HCI 1 M. Se mantuvo la mezcla en suspension en una mezcladora
rotatoria durante 1 hora a temperatura ambiente. Se centrifugé la fraccién insoluble y se recogié el sobrenadante
acido transparente. Esta disolucién acida era estable a temperatura ambiente durante al menos dos semanas.

Reaccién de unién

Se mezclaron alicuotas de 20 pl del extracto 6seo acido con 2 ul de NaOH 10 M y se sedimento el precipitado a
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagd el sedimento dos veces resuspendiendo en
100 pl de tampdn de unién. Entonces se mezclo el extracto 6seo con 100 ul de una disolucidon que contenia de 5 a
45 g de proteina marcada con fluoresceina en el tampdn de unién al que se le afadi6 fosfato hasta alcanzar una
concentracion final de 80 mM. Se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente sobre la rueda
giratoria para mantener la fase mineral en suspensién. Entonces se centrifugaron las muestras durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Se disolvié el sedimento que contenia la proteina unida en 200 ul de EDTA 0,5 M pH 8. Para
estimar la cantidad de la proteina libre presente, se afiadieron 100 ul de EDTA 0,5 M pH 8 al sobrenadante. Se midi6é
la fluorescencia de las diferentes muestras en un lector de placas de 96 pocillos fijado a 494 nm para la excitacion y
516 nm para la emision.

Resultados

Se usaron muestras que contenian 50 ug de GST y GST-D1o marcadas con fluoresceina en el ensayo de union
descrito anteriormente. La figura 9 muestra que la fusion de la secuencia D1p con GST provocd un aumento de 6
veces en la union a la fase mineral del hueso.

Ejemplo 5
La fusién de Dip con sPHEX aumenta su unién al hueso

Usando un procedimiento analogo al descrito en el ejemplo 4 anterior, se usaron muestras que contenian 50 pg de
sPHEX y D1sPHEX marcadas con fluoresceina en un ensayo de union. La figura 9 B muestra que la fusion de la
secuencia Do con sPHEX provocé un aumento de 4,3 veces en la union a la fase mineral del hueso.

En cambio, se construyé Ds-sPHEX y se sometié a prueba tras una inyeccion in vivo en animales (tal como se
describid en el ejemplo 1 anterior) y no promovi6 la unién de proteinas recombinantes a hueso (datos no mostrados).

Ejemplo 6

La fusion de Dig con una forma soluble de fosfatasa alcalina aumenta su direccionamiento a la fase mineral
del hueso

Construccion de vectores de expresion que codifican para fosfatasa alcalina soluble recombinante humana,
SALP y sALP-Dyo

Se obtuvo el ADNc de longitud completa humano que codifica para fosfatasa alcalina no especifica de tejido (ALP) a
partir del ARN poliA de médula 6sea (Clonetech) mediante RT-PCR. En resumen, se transcribieron de manera
inversa 20 ng de poliA con Superscriptll® y un oligo dT12.1s usando el sistema de sintesis de primera cadena
(Invitrogen). Se uso directamente una alicuota que representaba 1/20° de la etapa de RT en una reaccion de PCR
con oligos especificos de ALP (directo 5’-gataaagcaggtcttggggtgcacc-3° (SEQ ID NO: 40); inverso 5'(]
gttggcatctgtcacgggcttgtgg-3’ (SEQ ID NO: 41)) y el kit enzimatico de alta fidelidad Expand® (Roche). Se separo el
producto especifico de ALP resultante (1644 pb) en y se purificé a partir de un gel de agarosa (1%) usando el kit de
extraccion de gel Qiaquick® (QIAGEN). Entonces se ligo el ADNc de ALP en el vector pCR4-blunt-TOPO®
(Invitrogen), se transformd en bacterias Top10® (Invitrogen) y se identific6 un clon positivo mediante PCR de
colonias. Se verificé la identidad del ADNc mediante secuenciacién de ADN automatizada.
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Se construyeron formas secretadas de ALP (sALP) que tenian la sefial de anclaje de GPI eliminada mediante PCR
usando el kit enzimatico de alta fidelidad Expand®. Comprendian los residuos 1-502 seguidos o bien por un codon
de terminacion (sALP) o bien un motivo de direccionamiento de deca-aspartato y un codén de terminacion (sALPC
D10). En ambos casos, el cebador directo (5-tggatccaccatgatttcaccaticttagtac-3' (SEQ ID NO: 42)) cubria la
metionina iniciadora (subrayada) e incluia un sitio BamHI (en cursiva). Los cebadores inversos (sALP: 5[]
ttctagactacgagctggcaggagcacagtggccg-3’ (SEQ ID NO: 43); SALP-D1g 5]
ttctagactagtcgtcatcatcgtcatcatcgtegtcatccgagetggcaggageacagtggecg-3' (SEQ ID NO: 44)) contenian un codén de
terminacion (subrayado) y un sitio Xbal (en cursiva). Se digirieron los productos de PCR con BamHI y Xbal y se
clonaron en el pCDNA3.1-RSV que se habia digerido previamente con las mismas enzimas. Se secuencidé el ADN
de plasmido.

Ensayo enzimatico fluorescente de ALP

Se sometid a ensayo la actividad enzimatica de sALP y sALP-D1 usando 4-metilumbeliferilfosfato (MUP, Molecular
Probes, M8425) como sustrato fluorogénico segun Gee KR et al. (Anal. Biochem. 273, 41-48 (1999)). Normalmente,
se llevé a cabo el ensayo a 37°C en placas de 96 pocillos en un volumen final de 200 pl con 10 uM de MUP. Se
registraron las lecturas usando un lector de placas Spectramax Gemini® (Molecular Devices) cada minuto durante
30 minutos a 450 nm tras excitacidon a 360 nm. Se fij6 el punto de corte de la longitud de onda de emision a 435 nm.
Se estimo la tasa de velocidad inicial de ALP mediante ajuste por regresion lineal (con r igual o superior a 0,98).

Expresién de proteinas sALP y sALP-Dio recombinantes

Con el fin de determinar si se secretaban las proteinas sALP y sALP-D1 recombinantes, se transfecté de manera
transitoria cada constructo (pCDNA3-RSV-sALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D1-NEO) en células HEK-293S
(células de rifidn embrionario humano; n.° de la ATCC CRL-1392) usando el kit de transfeccion de liposomas
Lipofectamine-Plus® (Invitrogen). También se transfectaron de manera simulada células HEK-293S como control
negativo. El dia tras la transfeccién, se incubaron las células durante 24 h en DMEM libre de suero. Se recogieron
los medios condicionados y se centrifugaron a 14000 RPM durante 5 min. a 4°C para eliminar las células muertas y
los desechos. Se sometieron a ensayo los sobrenadantes para detectar la actividad enzimatica y expresion de sALP
0 sALP-Dip usando el ensayo enzimatico fluorescente de ALP e inmunotransferencia de tipo Western
respectivamente. Para la inmunotransferencia de tipo Western, se precipitaron los medios gastados durante 1 h en
hielo con acido tricloroacético (concentracion final del 10% (v/v)). Se centrifugaron las proteinas precipitadas a
14000 RPM durante 20 min. a 4°C, se lavaron una vez con acetona enfriada, se secaron y se resuspendieron en
60 pl de 1X tampdn de muestra Laemmli con DTT y se sometieron a ebullicién durante 5 min.

Para evaluar el contenido intracelular de sALP y sALP-D, se lavaron las células 3 veces con PBS y se lisaron con
200 pl de Tris-HCI 50 mM (pH 8) que contenia NaCl 150 mM y NP-40 al 1% en hielo durante 20 min. Se
centrifugaron los lisados y se sometié a ensayo el sobrenadante para detectar la actividad enzimatica y expresion de
SALP o sALP-Dio usando el ensayo enzimatico fluorescente de ALP e inmunotransferencia de tipo Western,
respectivamente. Para la inmunotransferencia de tipo Western, se mezclaron alicuotas de 50 ul con 10 pl de 6X
tampdn de muestra Laemmli con DTT y se sometieron a ebullicién durante 5 min.

Se cargaron las muestras en un gel de Tris-glicina poliacrilamida al 4-12% Novex precast® (Invitrogen) y se
transfirieron sobre 0,45 um de nitrocelulosa (Protran, Schleicher&Schuell, Keene, NH) con Tris-glicina que contenia
un 10% de metanol. Se tifi6 la membrana con rojo Ponceau y se bloque6 durante 1 h a temperatura ambiente con
PBS que contenia Tween 20® al 0,05% (PBST) y leche deshidratada al 5%. Entonces se incubd la membrana
secuencialmente a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-hBAP (AcM 4B-78, Developmental Studies
Hybridoma Bank) (1:1000 en PBST con leche deshidratada al 5%) y un anticuerpo de conejo anti-IgG de raton
acoplado a peroxidasa del rabano (Sigma) (1:12000 en PBST con leche deshidratada al 5%). Se desarrollé la sefal
con el Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus® (PerkinElmer).

La actividad enzimatica de ALP medida en los medios condicionados de HEK293 tras la transfeccion transitoria fue
muy alta y de similar magnitud para pCDNA3-RSV-sALP-NEO (sALP) y pCDNA3-RSV-SALP-D1,-NEO (sALP-D1¢)
(figura 13). Esta actividad era especifica para el ADN de plasmido transfectado ya que era indetectable en células
transfectadas de manera simulada (simulado). La actividad relativa medida en los medios era 35 veces mayor que la
medida en los extractos celulares, certificando por tanto la naturaleza secretora de sALP y sALP-Dio. Por
consiguiente, tanto para sALP como sALP-D1o, la inmunotransferencia usando un anticuerpo monoclonal generado
contra fosfatasa alcalina humana no especifica de tejido recombinante (AcM 4B-78, Developmental Studies
Hybridoma Bank) revelé una sefial mucho mas fuerte en los medios condicionados que en los extractos celulares
(figura 14B, comparar los carriles 2, 3 frente a 5, 6). No se visualizd ninguna sefial en las muestras transfectadas de
manera simulada (figura 14B, carriles 4 y 7). La sefal que aparece en las células transfectadas de manera simulada
consiste en trazas de BSA. Se estimé que el peso molecular aparente de la proteina detectada era de 70 kDa en los
extractos celulares (flecha) y ligeramente superior en los medios condicionados (punta de flecha). Se realiz6 la
tincion con rojo Ponceau de la membrana para monitorizar la carga uniforme de las muestras (figura 14A).
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Generacion de células HEK293 que secretan de manera constitutiva SALP y SALP-D1p

Para inducir la expresion estable de las proteinas sALP y sALP-D1o, se transfectaron por separado los vectores
pCDNA3-RSV-sALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D1,-NEO en células HEK-293S usando el kit de transfeccion de
liposomas Lipofectamine-Plus® (Invitrogen). Se seleccionaron células transfectadas afiadiendo 800 pg/ml de G418
(Life Technologies) al medio. Para cada transfeccion, se analizé un conjunto de células resistentes a G-418 para
detectar la expresion de sALP o sALP-Dip en los medios de cultivo gastados usando el ensayo enzimatico
fluorescente de ALP. Los medios condicionados recogidos de las lineas celulares estables se usaron para el estudio
de ensayo de union en el mineral del hueso.

Unién ala fase mineral reconstituida del hueso

Se mezclaron alicuotas de 20 pl del extracto 6seo acido con 2 ul de NaOH 10 M y se sedimento el precipitado a
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagé el sedimento dos veces en 100 ul de tampodn
(fosfato de sodio 1 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM). Entonces se mezclé la fase mineral resultante del hueso
(equivalente a 0,37 mg de polvo secado) con 100 ul de una disoluciéon que contenia proteinas SALP o sALP-D1g en el
tampodn de unién (fosfato de sodio 80 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM). Se incubaron las muestras durante 30 minutos a
temperatura ambiente sobre la rueda giratoria para mantener la fase mineral en suspension. Entonces se
centrifugaron las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se mezclé el sedimento que contenia la
proteina unida con 180 pl del tampdn de ensayo enzimatico de ALP que contenia BSA al 0,1% y se inici6 la reaccion
afnadiendo 20 pl de MUP 100 uM. Para permitir unas condiciones de ensayo mas homogéneas, se agitd la placa de
96 pocillos durante 10 segundos cada minuto durante la duracion del ensayo.

Se compard la actividad enzimatica retenida en la fase 6sea mineral reconstituida con la actividad enzimatica
equivalente afiadida en el tampdn de ensayo. Se calcularon valores del 0,98% y el 13,3% de actividad de proteina
total unida a la fase mineral del hueso para sALP y sALP-D4, respectivamente. Una diferencia en la unién de mas de
13 veces a favor de sALP-D1o sugiere que la secuencia de deca-aspartato fusionada C-terminal dirige directamente
sALP a la fase mineral del hueso. Ademas, el hecho de que sea posible medir directamente la actividad de ALP
unida a la fase mineral del hueso indica que la enzima esta unida en una forma cataliticamente competente a
cristales de hidroxiapatita.

Tal proteina de fusidon puede dirigirse directamente a huesos en los que la acumulacion de PPi inhibe la
mineralizacion esquelética.

Ejemplo 7
Di10-ALP disminuye el efecto inhibitorio del pirofosfato sobre la mineralizacién 6sea

Se hicieron crecer células UMR106 hasta la confluencia. Entonces se cultivaron durante otros 7 dias en medios que
contenian B-glicerofosfato 10 mM para inducir la mineralizacion. A lo largo de todo este periodo de cultivo de 7 dias,
se trataron las células con o sin pirofosfato 75 uM (PPi), un inhibidor de la mineralizacién y un sustrato de fosfatasa
alcalina. Para evaluar la capacidad de la fosfatasa alcalina para rescatar la inhibiciéon de la mineralizacién inducida
por PPi, se cultivaron células tratadas con o sin PPi con concentraciones variables de D1o-sALP semipurificada
producida a Eartir de HEK293, células de rindn embrionario humano. Se evaludé la mineralizacion mediante la
captacién de °Ca. Los parametros usados para este experimento se presentan en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2 - parametros usados en D1o-ALP sobre la inhibicidn de la mineralizacién inducida por PPi

ALP . .
ALP (unidaE:ies/p]mcillo) ul de ALP/pocillo B-GP (mM) PPi (uM)
- 0 0 10 0
- 0 0 10 75
D1o-sALP 1,5 0,5 10 0
D10-SALP 1,5 0,5 10 75
D1o-sALP 3 1,0 10 0
D10-SALP 3 1,0 10 75
D1o-sALP 45 1,5 10 0
D10-SALP 4,5 1’5 10 75
D4o-sALP 6 2 10 0
D1o-sALP 6 2 10 75

7 dias de tratamiento con PPi dieron como resultado una disminucion del 43% en la mineralizacién. El tratamiento
conjunto de cultivos con DosALP dio como resultado un rescate sensible a la dosis de esta inhibicion de la
mineralizacion. El tratamiento con 1,5 unidades de D4o-sALP dio como resultado una disminucion del 30%, 3 y 4,5
unidades una disminucion del 24% y 6 unidades dieron como resultado una disminucion del 15% en la
mineralizacion, lo que corresponde a un rescate del 65% de la inhibicién de la mineralizacion inducida por PPi.
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Estos resultados muestran que el tratamiento de osteoblastos mineralizantes con D1o-SALP rescata de manera
sensible a la dosis la inhibicién de la mineralizacién inducida por PPi.

Los ejemplos anteriores muestran que una fusion de poli-aspartato con proteinas recombinantes aumenta su unién a
la fase mineral del hueso o a tejido 6seo y aumenta la capacidad de la proteina para realizar su actividad biolégica
en comparacion con cuando se administra sola.
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REIVINDICACIONES
Conjugado de administracion ésea que tiene la estructura:
Z-sALP-Y-Dp-X,
en la que X esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido;
Y esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido;
Z esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido;
Dy es un poliaspartato en el que n =10 a 16; y
sALP es una fosfatasa alcalina soluble.

Conjugado de administracién 6sea segun la reivindicacion 1, en el que la sALP contiene todos los
aminoacidos de la forma anclada activa de fosfatasa alcalina (ALP).

Conjugado de administracion 6sea segun la reivindicacion 1, en el que la sALP esta codificada por la
secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 5.

Conjugado de administracion 6sea segun la reivindicacion 1, en el que la sALP consiste en la secuencia tal
como se expone en SEQ ID NO: 6.

Conjugado de administracion 6ésea segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que n = 10.

Composicion de administracion 6sea que comprende el conjugado de administracidon 6sea segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Uso del conjugado de administracién ésea segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para
administrar una proteina a tejido 6seo de un mamifero in vitro.

Conjugado de administracion 6sea segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso como
medicamento.

Uso del conjugado de administracién ésea segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la
fabricacién de un medicamento para tratar un estado o enfermedad relacionada con un defecto éseo
caracterizado por una falta de, o una cantidad insuficiente de, fosfatasa alcalina funcional, estando dicho
conjugado en un portador farmacéuticamente aceptable.

Uso segun la reivindicacion 9, en el que el estado o enfermedad es hipofosfatasia.

Conjugado de administracion 6sea segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su uso en un
método para tratar un estado o enfermedad relacionada con un defecto éseo caracterizado por una falta de,
o una cantidad insuficiente de, fosfatasa alcalina funcional, estando dicho conjugado en un portador
farmacéuticamente aceptable.

Conjugado de administracion 6sea segun la reivindicacion 11, en el que el estado o enfermedad es
hipofosfatasia.
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atggaagcagaaacagggagcagcgtggagactggaaagaaggccaacagaggcactcegaattgecctgg
tcgtgtttgtcectgacagtgatcgectcaacaaacaaccagtcaaggtctcttatccggagatgacgatga
cgatgacgatgacgatgactccggaagtctccaagctaaacaggagtactgecctgaageccagaatgeatce
gaagcggctgctgeccatcttaagtaaagtaaatctgtctgtggatccttgtgataatttcttecggtteg
cttgtgatggctggataagcaataatccaattcccgaagatatgccaagetatggggtttatecttgget
gagacataatgttgacctcaagttgaaggaacttttggagaaatcaatcagtagaaggcgggacaccgaa
gccatacagaaagccaaaatectttattcatcctgcatgaatgagaaagcgattgaaaaagcagatgcea
agccactgctacacatcctacggcattcaccttteccgetggeccgtgettgaatctaatattggecctga
aggggtttggtcagagagaaagttcageccttctgcagacacttgcaacgtttcgtggtcaatacagcaat
tctgtgttcatcegtttgtatgtgtccectgatgacaaagcatccaatgaacatatcttgaagcetggace
aagcaacactctccctggccgtgagggaagactaccttgataacagtacagaagecaagtcttatcggga
tgccctttacaagttcatggtggatactgeegtgettttaggagctaacagttccagagcagagcatgac
atgaagtcagtgctcagattggaaattaagatagctgagataatgattccacatgaaaaccgaaccagcg
aggccatgtacaacaaaatgaacatttctgaactgagtgctatgattccccagttegactggoctgggeta
catcaagaaggtcattgacaccagactctacccccatctgaaagacatcagcccctccgagaatgtggtg
gtccgegtcccgecagtactttaaagatttgtttaggatattagggtctgagagaaagaagaccattgceca
actatttggtgtggagaatggtttattccagaattccaaaccttagcaggcgcetttcagtatagatgget
ggaattctcaagggtaatccaggggaccacaactttgctgectcaatgggacaaatgtgtaaactttatt
gaaagtgccctcccttatgttgttggaaagatgtttgtagatgtgtacttccaggaagataagaaggaaa
tgatggaggaattggttgagggcgttcgctgggectttattgacatgctagagaaagaaaatgagtggat
ggatgcaggaacgaaaaggaaagccaaagaaaaggcgagagctgttttggcaaaagttggctatccagag
tttataatgaatgatactcatgttaatgaagacctcaaagctatcaagttttcagaagccgactactttg
gcaacgtcctacaaactcgcaagtatttagcacagtctgatttcttectggectaagaaaageccgttccaaa
aacagagtggtttacaaatccgacgactgtcaatgeccttctacagtgcatccaccaaccagatccgattt
ccagcaggagagctccagaagectttcttttggggaacagaatatcctcgatctectgagttatggtgeta
taggagtaattgtcggacatgaatttacacatggatttgataataatggtagaaaatatgataaaaatgg
aaacctggatccttggtggtctactgaatcagaagaaaagtttaaggaaaaaacaaaatgcatgattaac
cagtatagcaactattattggaagaaagctggcttaaatgtcaaggggaagaggaccctgggagaaaata
ttgctgataatggaggecctgocgggaagcttttagggecttacaggaaatggataaatgacagaaggcaggg
acttgaggagcctcttctaccaggcatcacattcaccaacaaccagcectcttettectgagttatgeteat
gtgaggtgcaattcctacagaccagaagctgecccgagaacaagtccaaattggtgctcacagtecececte
agtttagggtcaatggtgcaattagtaactttgaagaattccagaaagcttttaactgtccacccaatte
cacgatgaacagaggcatggactcctgcoccgactctggtag

Figura 7
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MEAETGSSVETGKKANRGTRIALVVEFVLTVIAQQTTSQGLLSGDDDDDDDDDDSGSLOAKQEYCLKPECT
EARAAILSKVNLSVDPCDNFFRFACDGWISNNPIPEDMPSYGVYPWLRENVDLKLKELLEKSISRRRDTE
AIQKAKILYSSCMNEKAIEKADAKPLLHILRHSPFRWPVLESNIGPEGVWSERKFSLLQTLATEFRGQYSN
SVFIRLYVSPDDKASNEHILKLDQATLSLAVREDYLDNSTEAKSYRDALYKFMVDTAVLLGANSSRAEHD
MKSVLRLEIKIAEIMIPHENRTSEAMYNKMNISELSAMI POFDWLGYIKKVIDTRLYPHLKDISPSENVV
VRVPQYFKDLFRILGSERKKTIANYLVWRMVYSRIPNLSRRFQYRWLEFSRVIQGTTTLLPOQWDKCVNE'I
ESALPYVVGKMFVDVYFQEDKKEMMEELVEGVRWAF I DMLEKENEWMDAGTKRKAKEKARAVLAKVGYPE
FIMNDTHVNEDLKAIKFSEADYFGNVLOTRKYLAQSDFFWLRKAVEPKTEWETNPTTVNAFYSASTNQIRF
PAGELQKPFFWGTEYPRSLSYGAIGVIVGHEFTHGFDNNGRKYDKNGNLDPWWSTESEEKFKEKTKCMIN
QYSHNYYWKKAGLNVKGKRTLGENIADNGGLREAFRAYRKWINDRRQGLEEPLLPGITFTNNQLFFLSYAH
VRCNSYRPEAAREQVQIGAHSPPQFRVNGAISNFEEFQKAFNCPPNSTMNRGMDSCRLW
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IALVVEVGGT
FRFACDGWIS
SCMNEKAIEK
SVFIRLYVSP
GANSSRAEHD
VIDTRLYPHL
RFQYRWLEFS
GVRWAFIDML
DYFGNVLQTR
WGTEYPRSLS
QYSNYYWHKKA
NQLFFLSYARH
RGMDSCRLW

LVLGTILFLV
NNPIPEDMPS
ADAKPLLHIL
DDKASNEHIL
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KDISPSENVV
RVIQGTTTLL
EKENEWMDAG
KYLAQSDFEW
YGAIGVIVGH
GLNVEGKRTL
VRCNSYRPEA
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GVYPWLRHNVDLKLKELLEKSISRRRDTEAIQKAKILYSSCMNEKAIEKADAKPLLHILRHSPFRWPVLE
SNIGPEGVWSERKFSLLOQTLATFRGQYSNSVFIRLYVSPDDKASNEHILKLDQATLSLAVREDYLDNSTE
AKSYRDALYKFMVDTAVLLGANSSRAEHDMKSVLRLEIKIAEIMI PHENRTSEAMYNKMNISELSAMIPQ
FDWLGYIKKVIDTRLYPHLKDISPSENVVVRVPQYFKDLFRILGSERKKTIANYLVWRMVYSRIPNLSRR
FQYRWLEFSRVIQGTTTLLPQWDKCVNFIESALPYVVGKMEVDVY FQEDKKEMMEELVEGVRWAFIDMLE
KENEWMDAGTKRKAKEKARAVLAKVGY PEFIMNDTHVNEDLKAIKFSEADY FGNVLOQTRKYLAQSDFFWL
RKAVPKTEWFTNPTTVNAFYSASTNQIRFPAGELQKPFFWGTEYPRSLSYCAIGVIVGHEFTHGFDNNGR
KYDKNGNLDPWWSTESEEKFKEKTKCMINQYSNY YWKKAGLNVKGKRTLGENIADNGGLREAFRAYRKWI
NDRRQGLEEPLLPGITFTNNQLFFLSYAHVRCNSYRPEAAREQVQIGAHSPPQFRVNGAISNFEEFQKAF
NCPPNSTMNRGMDSCRLW
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Constructo de Actividad Representacién esquemdtica
proteina especifica
(UAF /'s [ ug)
1 SPHEX 12,3 ISLQRK...
2 Fc-sPHEX 5,75 TSDKTH... ﬁLQAK.
3 pCONA3-RSV— N/A SVSLQAK..
NLlfurin- - |
sPHEX !
4 DygsPHEX 12 . 0 FGDDDDDDDDDDSGSLQAK...
3 DesPHEX 8,55 SDDDDDDYVSLQAK...
—

[ : Representa el dominio transmembrana mutado de PHEX.
3 : Representa el peptido sefial de IgG1 humana.

ey Representa los dominios bisagra de cadena pesada de IgG1 humana, CH2 y CH3.
: Secuencia 1 N-terminal con el sitio de escision de furina (RTVVKR|SV).
| : Sitio de escisién de furina.

I . Sitio de escisién de peptidasa sefial.

Figura 12
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1471
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BamHI

GGATCCACCA
RAGARAAGAGRA
GAAGCTCARC
ACGGCTGCCC
AGTTCCCCTT
CACCGCCTAC
CGGTGCARCA
TGGGCATTGT
GGARCTGGTAC
CTCATGCATA
ARRCTGATGT
CACCTGGAAG
CTTGACCCCC
GGAACARACGT
CAARGGCTTC
GCCCTGCATG
CTCTGACCGT
TATCTTTGGT
GGGCCTGGCT
ACCAGGCGCA
GGGCCCCATG

GCCTGCATCG

MISPFLVLAI
AKNVIMFLGD
YNTHAQVPDS
LRWAKDAGKS
CEDIAYQLMH
DLVDTWKSFK
RNNVTDPSLS
EAVEMDRAIG
MLSDTDEKPF
HETHGGEDVA
SS

TGATTTCACC
AGACCCCARG
ACCAACGTGG
GCATCCTCAA
CGTGGCCCTC
CTGTGTGGGG
CCACCCAGGG
GACCACCACG
TCAGACAACG
ACATCAGGGR
GGAGTATGAG
AGCTTCAARC
ACAATGTGGA
GARCGGACCCG
TTCTTGCTGG
AGGCGGTGGA
GGTCACTGCG
CTGGCCCCCA
ACRRAGGTGGT
GTCTGCTGTG
GCGCACCTGC

GGGCCAACCT

GTCLTNSLVP
GMGVSTVTAA
AGTATAYLCG
VGIVTTTRVN
NIRDIDVIMG
PRYKHSHFIW
EMVVVAIQIL
QAGSLTSSED
TAILYGNGPG
VFSKGPMAHL

ES 2 365

ATTCTTAGTAR
TACTGGCGRG
CTAAGAATGT
GGGTCAGCTC
TCCAAGRCGT
TGAAGGCCAR
GAACGAGGTC
AGAGTGARACC
AGATGCCCCC
CATTGRCGTG
AGTGACGAGA
CGAGATACAA
CTACCTATTG
TCACTCTCCG
TGGRAGGAGG
GATGGRCCGG
GACCATTCCC
TGCTGRGTGR
GGGCGGTGAA
CCCCTGCGCC
TGCACGGCGT

CGGCCACTGT

EKEKDPEYWR
RILEGQLHHN
VEANEGTVGV
HATPSAAYRH
GGREYMYPEN
NRTELLTLDP
RENPKGFFLL
TLTVVTADHS
YEVVGGEREN
LHGVHEQNYV

023 T3

CTGGCCATTG
ACCARGCGCHA
CATCATGTTC
CACCACAACC
ACARCACCAA
TGAGGGCACC
ACCTCCATCC
ATGCCACCCC
TGAGGCCTTG
ATCATGGGGG
AAGCCAGGGG
GCACTCCCAC
GGTCTCTTCG
AGATGCTGGT
CAGARATTGRC
GCCATCGGGEC
ACGTCTTCAC
CACAGACAMG
CGAGAGAATG
ACGAGACCCA
CCACGAGCAG

GCTCCTGCCA

DQAQETLEYA
PGEETRLEMD
SAATERSRCH
SADRDWYSDHN
KTDVEYESDE
HNVDYLLGLF
VEGGRIDHGH
HVFTEGGYTP
VEMVDYAHNN
PHVMAYAACI

Figura 16
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GCACCTGCCT
AGAGRCACTG
CTGGGAGATG
CTGGGGAGGA
TGCCCAGGTC
GTGGGGGTAA
TGCGCTGGGC
CAGCGCCGCC
AGCCAGGGCT
GTGGCCGGRA
CACGAGGCTG
TTCATCTGGA
AGCCAGGGGA
GGTGGCCATC
CACGGGCACC
AGGCRGGCAG
ATTTGGTGGA
ARGCCCTTCA
TCTCCATGGT
CGGCGGGGAG
AACTACGTCC

TACTARACTCC
AAATATGCCC
GGATGGGTGT
GACCAGGCTG
CCTGACAGCG
GCGCAGCCAC
CAAGGACGCT
TACGCCCACT
GTARAGGACAT
ATACATGTAC
GACGGCCTGG
ACCGCACGGA
CATGCAGTAC
CAGATCCTGC
ATGARAGGAAR
CTTGACCTCC
TACACCCCCC
CTGCCATCCT
GGACTATGCT
GACGTGGCCG
CCCACGTGAT

Xbal

e e .t

GCTCGTAGTC

LELQELNTNV
KFPFVALSKT
TTQGHEVTSI
EMPPEALSQG
KARGTRLDGL
EPGDMQYELN
HEGKAKQALH
RGNSIFGLAP
YQRQSAVPLR
GANLGHCAFA

TAGAR

TTAGTGCCAG
TGGAGCTTCA
CTCCACAGTG
GAGATGGACA
CCGGCACCGC
TGAGCGTTCC
GGGARATCTG
CGGCTGACCG
CGCCTACCAG
CCCAAGAATA
ACCTCGTTGA
ACTCCTGACC
GAGCTGAACA
GGAAGAACCC
AGCCARAGCAG
TCGGAAGACA
GTGGCAACTC
GTATGGCRAT

CACAACAACT -~

TCTTCTCCAR
GGCGTATGCA
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BamHI

GGATCCACCA
AGARAGAGAA
GARGCTCAAC
ACGGCTGCCC
AGTTCCCCTT
CACCGCCTAC
CGGTGCAACA
TGGGCATTGT
GGRCTGGTAC
CTCATGCATA
AAACTGATGT
CACCTGGARG
CTTGARCCCCC
GGAACAACGT
CARAGGCTTC
GCCCTGCATG
CTCTGACCGT
TATCTTTGGT
GGGCCTGGCT
ACCAGGCGCA
GGGCCCCATG
GCCTGCATCG

TGATTTCACC
AGACCCCAAG
ACCRACGTGG
GCATCCTCARA
CGTGGCCCTC
CTGTGTGGGG
CCACCCAGGG
GACCACCACG
TCAGRCRACG
ACATCAGGGA
GGAGTATGAG
AGCTTCRAAC
ACAATGTGGA
GACGGRCCCG
TTCTTGCTGG
AGGCGGTGGA
GGTCACTGCG
CTGGCCCCCA
ACAAGGTGGT
GTCTGCTGTG
GCGCACCTGC
GGGCCAACCT

¥bal

g

ACGACTAGTC

MISPFLVLAI
AENVIMFLGD
YNTHAQVPDS
LRWAKDAGKS
CEDIAYQLMH
DLVDTWKSFE
RNNVTDPSLS
EAVEMDRARIG
MLSDTDEKPF
HETHGGEDVA
S$5DDDDDDDD

TAGA

GTCLTNSLVP
GMGVSTVTAA
AGTATAYLCG
VGIVTTTRVN
NIRDIDVIMG
PRYKHSHFIW
EMVVVAIQIL
QRGSLTSSED
TRILYGNGPG
VFSKGPMAHL
DD

ES 2 365

ATTCTTAGTA
TACTGGCGAG
CTAAGAATGT
GGGTCAGCTC
TCCAAGRCGT
TGAAGGCCAA
GARCGAGGTC
AGRGTGARACC
AGATGCCCCC
CATTGACGTG
AGTGACGAGA
CGAGATACAR
CTACCTATTG
TCACTCTCCG
TGGAAGGRGG
GATGGACCGG
GACCATTCCC
TGCTGAGTGA
GGGCGGTGAA
CCCCTGCGCE
TGCACGGCGT
CGGCCACTGT

EKEKDPKYWR
RILKGQLHEN
VEANEGTVGV
HATPSAAYAH
GGRKYMYPEN
NRTELLTLDP
RENPKGFFLL
TLTVVTADHS
YEKVVGGEREN
LHGVHEQNYV

023 T3

CTGGCCATTG
ACCAAGCGCA
CATCATGTTC
CACCRCAACC
ACRACACCAA
TGAGGGCACC
ACCTCCATCC
ATGCCACCCC
TGAGGCCTTG
ATCATGGGGG
AAGCCAGGGG
GCACTCCCAC
GGTCTCTTCG
RAGATGGTGGT
CAGRATTGAC
GCCATCGGGC
ACGTCTTCAC
CACAGACAAG
CGAGAGAATG
ACGAGACCCA
CCACGAGCAG
GCTCCTGCCA

DQAQETLKYA
PGEETRLEMD
SAATERSRCH
SADRDWYSDN
ETDVEYESDE
HNVDYLLGLF
VEGGRIDHGH
HVFTFGGYTP
VSMVDYAHNN
PHVMAYAACI

Figura 17
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GCACCTGCCT
AGAGACACTG
CTGGGAGATG
CTGGGGAGGA
TGCCCAGGTC
GTGGGGGTAA
TGCGCTGGGC
CAGCGLCCGCC
AGCCAGGGCT
GTGGCCGGAA
CACGAGGCTG
TTCATCTGGA
AGCCAGGGGA
GGTGGCCATC
CRCGGGCACC
AGGCAGGCRG
ATTTGGTGGA
BAGCCCTTCA
TCTCCATGGT
CGGCGGGGAG
AACTACGTCC
GCTCGGATGA

LELQKLNTNV
KFPFVALSKT
TTQGNEVTSI
EMPPEALSQG
KARGTRLDGL
EPGDMQYELN
HEGKAKQALH
RGNSIFGLAP
YQAQSAVPLR
GANLGHCAPA

TACTARCTCC
AAATATGCCC
GGATGGGTGT
GACCAGGCTG
CCTGACAGCG
GCGCAGCCAC
CAAGGACGCT
TACGCCCACT
GTAAGGACAT
ATACATGTAC
GACGGCCTGG
ACCGCACGGA
CATGCAGTAC
CAGATCCTGC
ATGAAGGRAR
CTTGACCTCC
TACACCCCCC
CTGCCATCCT
GGACTATGCT
GACGTGGCCG
CCCACGTGAT
CGACGATGAT

TTAGTGCCAG
TGGAGCTTCA
CTCCACAGTG
GAGATGGACA
CCGGCACCGC
TGAGCGTTCC
GGGARATCTG
CGGCTGACCG
CGCCTACCAG
CCCARGARATA
ACCTCGTTGA
ACTCCTGACC
GAGCTGAACA
GGAAGRACCC
AGCCAAGCAG
TCGGAAGRACA
GTGGCAACTC
GTATGGCAAT
CACAACAACT
TCTTCTCCAA
GGCGTATGCA
GACGATGATG
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