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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-FGF23 y composicion farmacéutica que comprende el mismo
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-FGF23 que se une especificamente a un antigeno FGF23.
Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion para la prevencion o el tratamiento de trastornos
metabolicos minerales debido a la produccion excesiva de FGF23 u otras causas que comprende como ingrediente
activo el anticuerpo anti-FGF23. En particular, la presente invencion se refiere a un agente para el tratamiento de
raquitismo y osteomalacia hipofosfatémicos.

Antecedentes en la técnica

El factor de crecimiento de fibroblastos se purificd por primera vez a partir de glandula pituitaria bovina como una
sustancia que estimulaba el crecimiento en la linea celular de fibroblastos NIH3T3. Desde entonces, se han
identificado proteinas similares en diversos tejidos, y un grupo de las sustancias componen una familia de
polipéptidos (familia FGF). Hasta la fecha, se han identificado en vertebrados 22 proteinas que pertenecen a la
familia FGF. Con respecto a la actividad bioldgica de estas proteinas, no solo poseen actividad de crecimiento de
fibroblastos, sino que estas proteinas también se conocen por poseer acciones divergentes tales como crecimiento
del mesoblasto y el neuroectodermo, y accién de angiogénesis, y formacion de la excrecencia celdomica en el estadio
de desarrollo. FGF también varia en el sitio de expresion génica y el momento de la expresion. A menudo se
expresan solo en ciertos sitios Unicamente en el estadio de desarrollo o en adultos. Se conocen al menos 4 genes
que codifican el receptor de FGF, FGFR1, FGFR2, FGFR3, y FGFR4. Ademas, con respecto a FGFR1, FGFR2, y
FGFR3, se conoce que hay proteinas receptoras para cada uno con dominios extracelulares diferentes debido a
diferencias en el corte y empalme. Ademas, se conoce que la heparina y el proteglicano sulfato de heparan controlan
la accion mediante interaccion con el FGF y los receptores de FGF. Ademas, hay muchas que, debido a similitudes
estructurales, pertenecen a la familia FGF, pero cuyas actividades bioldgicas y propiedades de union a receptores y
similares no se conocen. Las caracteristicas de esta familia FGF se han resumido en una revision (véase Ornitz, D.
et al., Genome biology, 2: 3005.1-3005.12, 2001).

FGF23 (en general, también se puede representar como FGF-23) se clond inicialmente a partir de ratén mediante
una busqueda de base de datos usando homologia con FGF15 y el método de PCR. Ademas, el FGF23 humano se
cloné usando homologia de secuencia con el FGF23 de raton. EI FGF23 humano es un polipéptido con 251 restos
de aminoacido. Ademas, como secuencia de sefal secretoria, se predice que se escinde una secuencia de
aminoacidos de hasta 24 aminoacidos en el extremo amino terminal en el momento de la secrecion (véase
Yamashita, T. et al., Biochem. Biophy. Res. Commun., 277; 494-498, 2000). A continuacion, en la investigacion de
osteomalacia/raquitismo hipofosfatémico dominante autosémico (denominado en lo sucesivo ADHR), se redujo la
region génica mutada en pacientes con ADHR y con antelacion en la identificacion del gen responsable, se
descubrié una mutacién en sentido erréneo en el gen FGF23 de forma caracteristica en pacientes con ADHR (véase,
K.E. et al., Nature Genet., 26: 345-348, 2000). Con este descubrimiento, habia una fuerte sugerencia de que el
FGF23 era fisiolégicamente importante en el cuerpo. Por otra parte, lo que determind la actividad biolégica del
FGF23 fue la investigacion en osteomalacia neoplasica, que es una de las enfermedades de raquitismo y
osteomalacia hipofosfatémicos. En estas enfermedades, la neoplasia responsable de la enfermedad produce y
segrega un factor de iniciacion de enfermedad liquido, y se piensa que patologias tales como hipofosfatemia,
osteomalacia y similares estan causadas por el factor de iniciacion de la enfermedad. El documento de Patente
WO02/088358 se refiere a polipéptidos FGF23 y métodos para el uso de los polipéptidos, agonistas y antagonistas
para el tratamiento de enfermedades.

En la investigacion del factor de iniciacion de enfermedad producido por esta neoplasia responsable, se clond
FGF23 como un gen que se sobreexpresa en el tumor. Ademas, por administracion de este factor, se mostré que se
reprodujeron la hipofosfatemia y la osteomalacia (véase Shimada, T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 98: 6500-6505,
2001 y el documento de Publicacion Internacional Nimero W002/14504). Basandose en esta investigacion, se ha
descubierto que FGF23 esta relacionado con el control metabdlico relacionado con el fésforo y calcio en el cuerpo.
Ademas, se sugirié que este actia como factor sistémico que expresa su accién por circulacion en el cuerpo.
Ademas, las investigaciones posteriores también mostraron que la sangre de pacientes con osteomalacia neoplasica
real tenia un mayor valor de concentracion de FGF23 en comparacion con los sujetos sanos (véase Yamazaki, Y. et
al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 87: 4957-4960, 2002 y Jonsson, K. B., et al., N. Engl. J. Med., 348: 1656-1663, 2003).

Ademas, el raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (denominado en lo sucesivo XLH) es una enfermedad
que se conoce que tiene una presentacion similar al ADHR y la osteomalacia neoplasica en términos de hallazgos
clinicos. En esta enfermedad, también se mostré que la concentracion de FGF23 en la sangre tenia un valor elevado
(véase Yamazaki, Y. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 87: 4957-4960, 2002 y Jonsson, K. B. et al., N. Engl. J. Med.,
348; 1656-1663, 2003).
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En otras palabras, las causas del raquitismo y la osteomalacia resistentes a la vitamina D que se habian observado
en osteomalacia neoplasica, XLH, y similares eran previamente desconocidas, pero se mostré que el factor causante
de la enfermedad segregado era FGF23. Ademas, con respecto a otras enfermedades metabdlicas minerales tales
como displasia fibrosa, sindrome de McCune-Albright, raquitismo hipofosfatémico recesivo autosémico, y similares,
se habia informado que estaban asociadas altas concentraciones de FGF23 en la sangre con la hipofosfatemia y el
raquitismo y la osteomalacia (véase Riminucci, M. et al., J. Clin. Invest., 112: 683-692, 2003; Yamamoto, T. et al., J.
Bone Miner. Metab., 23: 231-237; 2005; Lorenz-Depiereux, E. et al, Nat. Genet., 38: 1248-1250, 2006). El
documento de Patente WOO02/08271 se refiere a nuevos acidos nucleicos y proteinas de FGF23, asi como a
métodos de diagndstico y tratamiento de trastornos hipofosfatémicos e hiperfosfatémicos.

A partir del informe anterior, se ha mostrado que la afecciéon de tener FGF23 excesivo en el cuerpo induce
hipofosfatemia y el raquitismo y la osteomalacia acompafantes y similares. Ademas, para hiperfosfatemia con
insuficiencia renal crénica, se han informado valores de FGF23 en suero anormalmente altos. Se ha sugerido que el
FGF23 excesivo esta posiblemente relacionado con una parte de las enfermedades metabdlicas renales durante
insuficiencia renal (véase Gupta, A. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 89: 4489-4492, 2004 y Larsson, T. et al.,
Kidney Int., 64: 2272-2279, 2003). Con respecto a estas enfermedades inducidas debido a FGF23 excesivo, se
piensa que la supresion de la accién de FGF23 o la retirada de FGF23 es una posible forma de tratar las
enfermedades. Shimada et al. (2005, Clin Ped Endocrin, 14:33-37) informan de diversos anticuerpos anti-FGF23 de
ratéon que se dice que neutralizan la accion del FGF23 endégeno en ratén y rata. Hasta la fecha, se ha informado
que los anticuerpos monoclonales anti-FGF23 de raton son una forma de suprimir la accion de FGF23 (véase
Yamashita, T. et al., Biochem. Biophy. Res. Commun., 277; 494-498, 2000). Cuando los anticuerpos monoclonales
anti-FGF23 de ratén 2C3B y 3C1E usados en este informe se administraron a ratones normales, se inhibi6 la funcion
del FGF23 de ratén enddgeno, y se suprimio la excrecion de fésforo del rifion. Al fluctuar la expresion de la enzima
que metaboliza la vitamina D en el rifion, esto mostré resultar en el aumento de las concentraciones de fdsforo y
10,25 dihidroxi vitamina D (denominada en lo sucesivo 1,25D) en el suero. Ademas, se realiz6é la administracion
repetida de anticuerpo monoclonal anti-FGF23 de ratén en ratén Hyp, que es un ratén modelo para XLH que tiene
una alta concentracion en suero de FGF23 y tiene hipofosfatemia y tiene disfuncién de elongacion 6sea y disfuncion
de calcificacion. En consecuencia, en el raton Hyp, se observé un aumento en la concentracion de fésforo en la
sangre y, ademas, hubo mejoras en la disfuncién de elongacion ésea y la disfuncion de calcificacion. A partir de
estos resultados, se pensé que el uso de un anticuerpo supresor de la acciéon de FGF23 era apropiado como
medicina para las enfermedades de exceso de FGF23. Sin embargo, los anticuerpos 2C3B y 3C1E usados en este
informe son anticuerpos derivados de ratén. Los anticuerpos de ratén que se reconocen como extrafios por un
huésped humano inician la respuesta denominada "humana anti-anticuerpo de ratén" (en otras palabras, HAMA), y
pueden existir situaciones en las que se observen efectos secundarios graves (véase Van Kroonenbergh, M. J. et al.,
Nuci. Med. Commun. 9: 919-930, 1988).

Con el fin de evitar este tipo de problema, un enfoque fue desarrollar un anticuerpo quimérico (véase la Memoria
Descriptiva de Publicacion de Solicitud de Patente Europea Numero 120694 y la Memoria Descriptiva de Publicacion
de Solicitud de Patente Europea Numero 125023). Los anticuerpos quiméricos incluyen una parte de anticuerpo
derivada de 2 o mas especies (por ejemplo, la regién variable del anticuerpo de raton y la region constante del
anticuerpo humano y similares). La ventaja de este tipo de anticuerpo quimérico es que se mantiene la unién al
anticuerpo que era la caracteristica del anticuerpo de ratén original pero, por otra parte, aln se induce una respuesta
"humana-anti anticuerpo quimérico" (en otras palabras, "HACA") (véase Braggemann, M. et al., J. Exp. Med., 170:
2153-2157, 1989).

Ademas, se ha desarrollado un anticuerpo recombinante en el que solo se sustituye la parte del anticuerpo de la
region determinante de la complementariedad (CDR) (véase la memoria descriptiva de Patente Britanica Numero
GB2188638A y la memoria descriptiva de Patente de Estados Unidos Numero 5585089). Usando tecnologia de
trasplante de CDR, se produjo un anticuerpo que consistié en CDR de raton, y la estructura de la region variable y la
region constante humana (en otras palabras, un "anticuerpo humanizado") (véase Riechmann, L, et al., Nature, 332:
323-327, 1988). Se conoce que usando este método, un anticuerpo anti-FGF23 de raton tal como el anticuerpo
2C3B se puede humanizar sustituyendo el anticuerpo de ratéon con una secuencia de anticuerpo humano. Sin
embargo, cuando se humaniza, existe la posibilidad de que se pueda reducir la afinidad al antigeno. Ademas, para el
tratamiento actual del raquitismo hipofosfatémico en XLH y similares, el método principal es la administracion oral
periddica de formulacion de vitamina D y acido fosférico. Sin embargo, existe el problema de que se fuerza a los
pacientes a tener una carga considerable debido al tamario de cada dosis y a la frecuencia de dosificacion por dia.
Por lo tanto, con el fin de disminuir la carga sobre los pacientes y sus familias, se desea un farmaco para el
tratamiento de la hipofosfatemia que muestre una acciéon de aumento sostenido de la concentracion de fosfato en
suero y de la concentracion de 1,25D en suero con el fin de prolongar el tiempo entre dosis.

Sumario de la invencion
El objeto de la presente invencidon es proporcionar un anticuerpo humano frente a FGF23 y proporcionar una

composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento con pocos efectos secundarios mediante el uso del
anticuerpo para suprimir la accién de FGF23 y de ese modo prevenir o tratar la enfermedad.
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Ademas, el objeto de la presente intencién es proporcionar un anticuerpo que es un anticuerpo anti-FGF23 que se
puede usar como una medicina para el tratamiento de hipofosfatemia que tiene una accion de aumento mas
sostenida de la concentracion de fosfato en suero y la concentracion de 1,25D en suero con una dosis individual en
comparacion con los anticuerpos anti-FGF23 existentes. Otro objeto de la presente intencién es proporcionar una
composicion farmacéutica tal como un agente para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad relacionada
con FGF23 usando este anticuerpo.

En la actualidad, el método de tratamiento predominante para el raquitismo hipofosfatémico es la administracién oral
de formulacién de vitamina D junto con fosfato periédicamente varias veces al dia. Sin embargo, debido a la gran
cantidad de cada dosis y a la frecuencia de las dosis por dia, existe el problema de que se fuerza a los pacientes a
tener una gran carga. Se muestra que el anticuerpo monoclonal anti-FGF23 humano, el anticuerpo C10, obtenido
mediante la presente invencion tiene una accién de aumento mas sostenida de la concentracion de fosfato y de la
concentracion de 1,25D en sangre, en otras palabras, una actividad de neutralizacion de FGF23 mas fuerte. Con una
administracion individual del anticuerpo C10 de la presente investigacion, se observd una acciéon de aumento
sostenido de la concentracion de fosfato en suero y de la concentracion de 1,25D en suero. Esto sugiere que, en
comparacion con el tratamiento actual para hipofosfatemia, el anticuerpo C10 tiene el potencial de ser un tratamiento
radicalmente superior.

La presente invencién es como sigue a continuacion.

[1] Un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano, que
comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde
Q en la posicion 20 hasta S en la posicion 136 de SEC ID N° 12 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos desde A en la posicion 23 hasta K en la posicion 128 de SEC ID N°
14.

[2] El anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo
con [1], que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada mostrada mediante una secuencia de
aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta S en la posicion 136 de SEC ID N° 12 y una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera mostrada mediante una secuencia de aminoacidos de A en la posicion 23 hasta K en
la posicion 128 de SEC ID N° 14.

[3] El anticuerpo frente a FGF23 o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con [1] o
[2], en el que dicho fragmento funcional es un fragmento de péptido seleccionado entre el grupo que consiste en
Fab, Fab', F(ab'),, Fv estabilizado con disulfuro (ds Fv), regiéon V dimerizada (dianticuerpo) y Fv de cadena individual
(scFv).

[4] El anticuerpo frente a FGF23 humano de acuerdo con uno cualquiera de [1]-[3], en el que la clase del anticuerpo
es IgG, IgA, IgE, o IgM.

[5] El anticuerpo frente a FGF23 humano de acuerdo con [4], en el que la subclase del anticuerpo es IgG1, IgG2,
IgG3, o IgG4.

[6] Una composicion farmacéutica, que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o
un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con uno cualquiera de [1]-[5].

[7] Una composicion farmacéutica para su uso en un método para controlar el metabolismo del fosforo y/o el
metabolismo de la vitamina D mediante FGF23, que comprende, como ingrediente activo, el anticuerpo frente a
FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con uno cualquiera de [1]-

[5].

[8] Una composiciéon farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento de enfermedades que estan
asociadas con trastornos del metabolismo mineral que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a
FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con uno cualquiera de [1]-
[5], en la que la enfermedad que esta asociada con los trastornos del metabolismo mineral se selecciona entre el
grupo que consiste en osteomalacia neoplasica, ADHR, XLH, displasia fibrosa, sindrome de McCune-Albright, e
hipofosfatemia recesiva autosémica.

[9] Una composiciéon farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de una enfermedad seleccionada
entre el grupo que consiste en osteoporosis, raquitismo, hipocalcemia, calcificacion heterotrépica, osteoesclerosis,
enfermedad de Paget, hiperparatiroidismo, y prurito, comprendiendo la composicion como ingrediente activo, el
anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano como se describe
en uno cualquiera de [1]-[5].

[10] Un acido nucleico que codifica el anticuerpo de [1], que comprende un acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena pesada codificada por una secuencia de bases desde
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C en la posicion 58 hasta A en la posicion 408 representada por SEC ID N° 11, y un acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena ligera codificada por una secuencia de bases desde G
en la posicion 67 hasta A en la posicion 384 representada por SEC ID N° 13.

[11] Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con [10].
[12] Una célula huésped aislada que comprende el vector de acuerdo con [11].

[13] Un método para producir un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a
FGF23 humano, que comprende la etapa de cultivar la célula huésped de acuerdo con [11] para expresar un
anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano.

La presente invencion también proporciona:

[1] Un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, que comprende una region variable
de cadena pesada y/o una region variable de cadena ligera de un anticuerpo producido mediante un hibridoma C10
(N° de Referencia FERM BP-10772).

[2] Un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, que comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada mostrada mediante una secuencia de aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta
S en la posicion 136 de SEC ID N° 12 y/o una secuencia de aminoacidos de cadena ligera mostrada por una
secuencia de aminoacidos desde A en la posicién 23 hasta K en la posicion 128 de SEC ID N° 14.

[3] Un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, en el que: el anticuerpo frente a
FGF23 humano o el fragmento funcional del mismo contiene una secuencia de aminoacidos de una region variable
de cadena pesada y/o de una regién variable de cadena ligera; y la secuencia de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada se muestra mediante una secuencia de aminoacidos desde Q en la posiciéon 20 hasta S en la
posicion 136 de SEC ID N° 12, y la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera se muestra
mediante una secuencia de aminoacidos desde A en la posicién 23 hasta K en la posicion 128 de SEC ID N° 14.

[4] Un anticuerpo frente a FGF23 humano producido mediante un hibridoma C10 (N° de Referencia FERM BP-
10772) o un fragmento funcional del mismo.

[5] Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que se une a la totalidad o a una parte del epitopo de FGF23
humano, al que se une un anticuerpo producido mediante un hibridoma C10 (N° de Referencia FERM BP-10772).

[6] El anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, que comprende una region variable de
cadena pesada del apartado [3] anterior que tiene una de la region determinante de la complementariedad (CDR) 1
mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 40, CDR2 mostrada mediante la secuencia de
aminoacidos SEC ID N° 41 y CDR3 mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 42, o una region
variable de cadena pesada del apartado [3] anterior que tiene todas las anteriores.

[7] El anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, que comprende una region variable de
cadena ligera del apartado [3] anterior que tiene una de CDR1 mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 43, CDR2 mostrada mediante la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 44 y CDR3 mostrada mediante la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 45, o una region variable de cadena ligera del apartado [3] anterior que
tiene todas las anteriores.

[8] Un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, en el que el anticuerpo frente a
FGF23 humano o el fragmento funcional del mismo contiene una regién variable de cadena pesada que tiene una
cualquiera de la region determinante de la complementariedad (CDR) 1 mostrada mediante la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 40, CDR2 mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 41 y CDR3
mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 42, o una region variable de cadena pesada que
tiene todas las anteriores; y una region variable de cadena ligera que tiene una cualquiera de la regién determinante
de la complementariedad (CDR) 1 mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 43, CDR2
mostrada mediante la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 44 y CDR3 mostrada mediante la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 45, o una region variable de cadena ligera que tiene todas las anteriores.

[9] El anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo como se describe en uno cualquiera
de [1]-[8], en el que dicho fragmento funcional es un fragmento de péptido seleccionado entre el grupo que consiste
en Fab, Fab', F(ab'),, Fv estabilizado con disulfuro (dsFv), region V dimerizada (dianticuerpo) y Fv de cadena
individual (scFv) y CDR.

[10] El anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, como se describe en uno cualquiera
de [1]-[8], que comprende: una cadena pesada y/o una cadena ligera que tienen una secuencia de aminoacidos en
la que se suprimen, se sustituyen o se afiaden uno o varios aminoacidos.
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[11] El anticuerpo frente a FGF23 humano como se describe en uno cualquiera de [1]-[10], en el que la clase del
anticuerpo es IgG, IgA, IgE, o IgM.

[12] El anticuerpo frente a FGF23 humano como se describe en [11], en el que la subclase del anticuerpo es IgG1,
IgG2, IgG3, o IgG4.

[13] Una composicion farmacéutica, que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano
o un fragmento funcional del mismo como se describe en uno cualquiera de [1]-[12].

[14] Una composicion farmacéutica que puede controlar el metabolismo del fésforo y/o el metabolismo de la vitamina
D mediante FGF23 y comprende, como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento
funcional del mismo como se describe en uno cualquiera de [1]-{12].

[15] Una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de enfermedades que estan asociadas con
trastornos del metabolismo mineral que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o
un fragmento funcional del mismo como se describe en uno cualquiera de [1]-[12].

[16] La composicion farmacéutica como se describe en [15], en la que la enfermedad que esta asociada con las
anomalias del metabolismo mineral se selecciona entre el grupo que consiste en osteomalacia neoplasica, ADHR,
XLH, displasia fibrosa, sindrome de McCune-Albright, e hipofosfatemia recesiva autosémica.

[17] Una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre el
grupo que consiste en osteoporosis, raquitismo, hipercalcemia, hipocalcemia, calcificacion heterotropica,
osteoesclerosis, enfermedad de Paget, hiperparatiroidismo, hipoparatiroidismo, y prurito, que comprende como
ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo como se describe en
uno cualquiera de [1]-[12].

[18] Un hibridoma C10 (N° de Referencia FERM BP-10772).

[19] Acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos de una regién variable de cadena pesada
codificada por una secuencia de bases desde C en la posicion 58 hasta A en la posicién 408 representada por SEC
ID N° 11.

[20] Acidos nucleicos que codifican una secuencia de aminoacidos de una regién variable de cadena ligera
codificada por una secuencia de bases desde G en la posicidén 67 hasta A en la posicion 384 representada por SEC
ID N° 13.

[21] Un vector que contiene el acido nucleico descrito en [19] o [20].

[22] Una célula huésped que contiene el vector descrito en [21].

[23] Un método para producir un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo, que
comprende la etapa de cultivar la célula huésped descrita en [22] para expresar un anticuerpo frente a FGF23
humano o un fragmento funcional del mismo.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un diagrama esquematico de las etapas de construccion del vector de expresion C10.

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleotidos (SEC ID N° 30) y la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 31) del
gen de cadena pesada del anticuerpo en N5KG1_C10_LH. La secuencia de aminoacidos rodeada por una linea
rectangular representa la secuencia de sefial de secrecion (secuencia lider).

La Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 32) y la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 33) del
gen de cadena ligera del anticuerpo en N5KG1_C10_LH. La secuencia de aminoacidos rodeada por una linea
rectangular representa la secuencia de sefial de secrecion (secuencia lider).

La Figura 4 muestra la estructura del vector de expresion C10.

La Figura 5A muestra el resultado de la medida para detectar proteina de FGF23 humano de longitud completa
purificada mediante el método ELISA sandwich usando anticuerpo 2C3B o anticuerpo C10 como anticuerpo
inmovilizado, y anticuerpo 3C1E como anticuerpo de deteccion.

La Figura 5B muestra el resultado de la medida para la deteccion del sobrenadante del cultivo de células que

expresan FGF23 de mono cinomolgo mediante el método ELISA sandwich que usa anticuerpo 2C3B o anticuerpo
C10 como anticuerpo de la fase sdlida, y anticuerpo 3C1E como anticuerpo de deteccion.
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La Figura 6 es un grafico que muestra medidas cronoldgicas de la concentracion de fésforo en suero en monos
cinomolgos administrados con disolvente, anticuerpo 2C3B o anticuerpo C10. Los valores de las medidas se
muestran en promedio +/- error estandar. Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo
administrado con disolvente y los grupos de ensayo se llevo a cabo en la misma fecha usando el ensayo de Student,
los valores que presentaron una diferencia significativa (p < 0,05) se marcaron con * en el grafico.

La Figura 7 es un grafico que muestra un aumento en la concentracion de fésforo en suero de monos cinomolgos 5
dias después de administracion de anticuerpo 2C3B o anticuerpo C10, basado en la concentracion de fésforo en
suero del mono cinomolgo 5 dias después de la administracion del disolvente como patron.

La Figura 8 es un grafico que muestra medidas cronoldgicas de la concentracion de 1,25D en monos cinomolgos
administrados con disolvente, anticuerpo 2C3B o anticuerpo C10. Los valores de las medidas se muestran en
promedio +/- error estandar. Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo administrado con
disolvente y los grupos de ensayo se llevo a cabo en la misma fecha usando el ensayo de Student, los valores que
presentaron una diferencia significativa (p < 0,05) se marcaron con * en el grafico.

La Figura 9 es un grafico que muestra la deteccion del sobrenadante de cultivo de las células sin expresion forzada
(control) y el sobrenadante de cultivo de las células con expresiéon de FGF23 humano y de mono cinomolgo
mediante anticuerpo C15 usando el método de transferencia de Western.

La Figura 10 muestra estructura del vector pPSs FGF23.
La Figura 11 muestra la estructura del vector pUS FGF23 KI.

La Figura 12 representa una estructura de un alelo en la que el gen de resistencia a farmacos (loxp-neo’) esta
marcado como objetivo, una estructura de un alelo en la que el gen de resistencia a farmacos (loxpv-puro’) + de
FGF23 humano (-SP) esta marcado como objetivo usando el vector pUS hFGF23 KIl, una estructura de un alelo en
la que los genes de resistencia a farmacos (loxp-neo’, loxpv-puro’) estan suprimidos, y la posicién de la sonda del
analisis de Southern. Los términos usados en las figuras se describen con detalle cémo sigue a continuacion:
hFGF23 (-SP): gen de FGF23 humano que no tiene ninguna region de cédigo de péptido de sefal especifica, Ck:
region constante del gen Igx de raton, loxpv-puro: gen de resistencia a puromicina que tiene la secuencia loxPV que
es una secuencia loxP parcialmente mutada en ambos extremos del mismo, loxp-neo”: gen de resistencia a
neomicina que tiene la secuencia loxP en ambos extremos del mismo, sonda Ck3" sonda de analisis de
transferencia de Southern para la seleccion de clones que tienen genes loxpv-puro’ + (-SP) de hFGF23 introducidos
y que tienen el gen loxpv-puro’ suprimido, sonda 3'KO: sonda de analisis de transferencia de Southern para la
seleccion de clones que tienen el gen loxp-neo’ introducido y suprimido, E: sitio de la enzima de restriccion EcoRl.

La Figura 13 es un grafico que muestra la concentracion de FGF23 en suero 7 dias antes la de la administracion de
anticuerpo de control o de anticuerpo C10. Los valores de las medidas se muestran en promedio +/- error estandar.
Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo de ratones WT y los grupos de ensayo se llevo a
cabo usando el ensayo de Student, los grupos que presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron
con *** en el grafico.

La Figura 14 es un grafico que muestra la concentracion de fésforo en suero 7 dias antes de la administracion de
anticuerpo de control o de anticuerpo C10 y 3 dias después de la primera administracion de anticuerpo de control o
anticuerpo C10. Los valores de las medidas se muestran en promedio +/- error estandar. Ademas, cuando el ensayo
de diferencia significativa entre el grupo de ratones WT y los grupos de ensayo se llevo a cabo en un dia usando el
ensayo de Student, los grupos que presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron con *** en el
grafico. Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo administrado con anticuerpo de control
hFGF23KI de raton y los grupos de ensayo se llevo a cabo en un dia, los grupos administrados con anticuerpo C10
de hFGF23KI de raton que presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron con ### en el grafico.

La Figura 15 es un grafico que muestra la concentracion de foésforo en suero 1 dia después de la quinta
administracion de anticuerpo de control o anticuerpo C10. Los valores de las medidas se muestran en promedio +/-
error estandar. Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo de ratones WT y los grupos de
ensayo se llevd a cabo en un dia usando el ensayo de Student, los grupos que presentaron una diferencia
significativa (p < 0,001) se marcaron con *** en el grafico. Ademas, cuando se llevo a cabo el ensayo de diferencia
significativa entre el grupo administrado con anticuerpo de control hFGF23KI de raton y los grupos de ensayo, los
grupos administrados con anticuerpo C10 de hFGF23KI de raton que presentaron una diferencia significativa (p <
0,001) se marcaron con ### en el grafico.

La Figura 16 es un grafico que muestra la fuerza de sujecion 1 dia después de la cuarta administracion de
anticuerpo de control o anticuerpo C10. Los valores de las medidas se muestran en promedio +/- error estandar.
Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el grupo de ratones WT y los grupos de ensayo se llevo a
cabo en un dia usando el ensayo de Student, los grupos que presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se
marcaron con *** en el grafico. Ademas, cuando se llevd a cabo el ensayo de diferencia significativa entre el grupo
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administrado con anticuerpo de control hFGF23KI de ratéon y los grupos de ensayo, los grupos administrados con
anticuerpo C10 de hFGF23KI de raton que presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron con ###
en el grafico.

La Figura 17 es un dibujo que muestra la imagen de tincion histolégica de un fémur recogido de un ratén 1 dia
después de la quinta administracién de anticuerpo de control o anticuerpo C10, en la que la tincién se llevé a cabo
mediante el método Villanueva-Goldner.

La Figura 18 es un grafico que muestra la proporcion entre el peso de ceniza y el peso seco de una tibia recogida de
un ratén 1 dia después de la quinta administracion de anticuerpo de control o anticuerpo C10. Los valores de las
medidas se muestran en promedio +/- error estandar. Ademas, cuando el ensayo de diferencia significativa entre el
grupo de ratones WT y los grupos de ensayo se llevé a cabo en un dia usando el ensayo de Student, los grupos que
presentaron una diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron con *** en el grafico. Ademas, cuando se llevé a
cabo el ensayo de diferencia significativa entre el grupo administrado con anticuerpo de control hFGF23KI de ratén
y los grupos de ensayo, los grupos administrados con anticuerpo C10 de hFGF23KI de raton que presentaron una
diferencia significativa (p < 0,001) se marcaron con ### en el grafico.

[Texto libre de tabla de secuencia]
SEC ID N°: 1-3, 5-27, 30-33, 40-50 sintesis
Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

A continuacion, aclarando las definiciones de los términos usados en la presente invencién, se describira con detalle
la presente invencion.

I. Anticuerpo de la presente divulgacion
1. Anticuerpo anti-FGF23 y su fragmento funcional

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo frente a FGF23 que es un miembro de la familia de factores
de crecimiento de fibroblastos (FGF).

En la presente divulgacion, "anticuerpo frente a FGF23" es un anticuerpo que se une a FGF23 o a una parte del
mismo, un anticuerpo que es reactivo frente a FGF23 o a una parte del mismo, o un anticuerpo que reconoce el
FGF23 o una parte del mismo. También se denomina anticuerpo frente a FGF23 a un anticuerpo anti-FGF23. En la
presente divulgacion, un anticuerpo es una inmunoglobulina en la que todas las regiones que constituyen la
inmunoglobulina de la regién variable de cadena pesada y la region constante de cadena pesada y la region variable
de cadena ligera y la region constante de cadena ligera derivan de un gen que codifica la inmunoglobulina. El
anticuerpo es preferentemente un anticuerpo monoclonal. Aqui, una parte de FGF23 significa una secuencia de
aminoacidos parcial de una secuencia de aminoacidos de longitud completa de FGF23 representada por SEC ID N°
4 y es un péptido fragmento de FGF23 que comprende una secuencia de aminoacidos continua. Preferentemente, el
anticuerpo contiene la secuencia de aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta S en la posicion 136 de SEC ID
N° 12 y/o la secuencia de aminoacidos desde A en la posicion 23 hasta K en la posicion 128 de SEC ID N° 14. Mas
preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo producido mediante hibridoma C10. SEC ID N° 12 es la secuencia
de aminoacidos que comprende la secuencia lider de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo frente a
FGF23. La secuencia de aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta S del nimero 136 de SEC ID N° 12 es la
parte madura de la secuencia de aminoacidos con la parte de secuencia lider retirada. Ademas, SEC ID N° 14 es la
secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia lider de la regiéon variable de cadena ligera del anticuerpo
frente a FGF23. La secuencia de aminoacidos desde A en la posicion 23 hasta K en la posiciéon 128 de SEC ID N°
14 es la parte madura de la secuencia de aminoacidos con la secuencia lider retirada. Con respecto a la clase del
anticuerpo, se usan inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A (IgA), inmunoglobulina E (IgE), e inmunoglobulina
M (IgM). Preferentemente, es IgG. Ademas, para la subclase IgG, se usan IgG1, IgG2, IgG3, IgG4. Son preferentes
IgG1, IgG2 e IgG4. Mas preferentemente, es IgG1.

El anticuerpo de la presente divulgacion también incluye un anticuerpo anti-FGF23 que comprende una secuencia de
aminoacidos de una region determinante de la complementariedad (CDR) nueva.

En la regién variable del anticuerpo esta presente una CDR, y esta parte es responsable de la especificidad de
reconocimiento de antigeno. Las partes distintas de la CDR en la region variable tienen el papel de mantener la
estructura de la CDR, y se denominan region de entramado (FR). En el extremo C terminal de una cadena pesada y
de una cadena ligera esta presente una region constante, y se denomina region constante de cadena pesada (CH) y
region constante de cadena ligera (CL), respectivamente.

En la region variable de cadena pesada estan presentes tres regiones determinantes de la complementariedad, que
son una primera region determinante de la complementariedad (CDR1), una segunda region determinante de la
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complementariedad (CDR2), y una tercera regiéon determinante de la complementariedad (CDR3). Las tres regiones
determinantes de la complementariedad en la region variable de la cadena pesada se denominan colectivamente
region determinante de la complementariedad de cadena pesada. De forma similar, en la region variable de la
cadena ligera estan presentes tres regiones determinantes de la complementariedad, que son una primera region
determinante de la complementariedad (CDR1), una segunda region determinante de la complementariedad (CDR2),
y una tercera region determinante de la complementariedad (CDRS3). Las tres regiones determinantes de la
complementariedad en la regién variable de la cadena ligera se denominan colectivamente region determinante de la
complementariedad de cadena ligera. Las secuencias de estas CDR se pueden determinar usando los métodos que
se describen en Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services (1991).

El anticuerpo de la presente divulgacion tiene preferentemente al menos una cualquiera o la totalidad de CDR1
mostrada por SEC ID N° 40, CDR2 mostrada por SEC ID N° 41, y CDR3 mostrada por SEC ID N° 42 como region
determinante de la complementariedad de cadena pesada. Ademas, el anticuerpo de la presente divulgacion tiene
preferentemente al menos una cualquiera o la totalidad de CDR1 mostrada como SEC ID N° 43, CDR2 mostrada
como SEC ID N° 44, y CDR3 mostrada como SEC ID N° 45 como region determinante de complementariedad de
cadena ligera. Mas preferentemente, el anticuerpo de la presente divulgacion es un anticuerpo que se une a FGF23
y tiene CDR1 mostrada por SEC ID N° 40, CDR2 mostrada por SEC ID N° 41, y CDR3 mostrada por SEC ID N° 42
como la region determinante de la complementariedad de cadena pesada, y CDR1 mostrada por SEC ID N° 43,
CDR2 mostrada por SEC ID N° 44, y CDR3 mostrada por SEC ID N° 45 como la region determinante de la
complementariedad de cadena ligera.

La secuencia de la CDR del anticuerpo de la presente divulgacion no se limita de forma especifica. Sin embargo, el
anticuerpo de la presente divulgacion es un anticuerpo que comprende preferentemente una cualquiera o mas CDR,
mas preferente tres CDR de la cadena pesada, e incluso mas preferentemente seis CDR de las secuencias de CDR
representadas por SEC ID N° 40 a 45. Las secuencias de aminoacidos distintas de la CDR no se limitan de forma
especifica. El anticuerpo de la presente divulgacion incluye los denominados anticuerpos de trasplante de CDR, en
los que en las secuencias de aminoacidos distintas de la CDR derivan de otros anticuerpos, y particularmente
anticuerpos de otras especies. Entre estos, es preferente un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano, en el
que las secuencias de aminoacidos distintas de la CDR derivan del ser humano. Ademas, se puede introducir una
supresion, sustitucion y/o insercion de uno o mas restos de aminoacido en la FR segun necesidades. Se puede
aplicar un método conocido publicamente como el método para la producciéon de un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo humano.

"Fragmento funcional" es una parte de un anticuerpo (fragmento parcial) y tiene una o mas de las acciones del
anticuerpo frente al antigeno. En otras palabras, se refiere a un fragmento que retiene la capacidad de unién al
antigeno, la reactividad frente al antigeno, o la capacidad de reconocimiento del antigeno. Los ejemplos incluyen Fv,
Fv estabilizado con disulfuro (dsFv), Fv de cadena individual (scFv), y polimeros de estos. Indicado mas
especificamente, los ejemplos incluyen péptidos que contienen Fab, Fab', F (ab')z, scFv, dianticuerpo, dsFv, y CDR
[D. J. King., Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies., 1998 T. J, International Ltd].

De los fragmentos que se obtienen por tratamiento de un anticuerpo que se une a FGF23 con la proteasa papaina,
Fab es el fragmento de anticuerpo de peso molecular de aproximadamente 50.000 con actividad de unién a
antigeno, en el que se une aproximadamente la mitad del extremo amino terminal de la cadena H con la totalidad de
la cadena L mediante un enlace disulfuro.

El Fab de la presente invencién se puede obtener por tratamiento del anticuerpo que se une a FGF23 con la
proteasa papaina. Alternativamente, Fab se puede producir por insercion de ADN que codifica el Fab del anticuerpo
en un vector de expresion para organismos procariotas o un vector de expresion para organismos eucariotas y
expresando este vector por introduccion en un organismo procariota o un organismo eucariota.

De los fragmentos obtenidos por tratamiento de IgG con la proteasa pepsina, F(ab'), es el fragmento de anticuerpo
de peso molecular de aproximadamente 100.000 con actividad de unién a antigeno y que es mayor que el de Fab
unido a través de enlaces disulfuro de la region bisagra.

El F(ab'), de la presente invencion se puede obtener por tratamiento del anticuerpo que se une a FGF23 con la
proteasa pepsina. Alternativamente, se puede producir mediante un enlace tioéter o un enlace disulfuro del Fab' que
se describe posteriormente.

Fab' es un fragmento de anticuerpo de un peso molecular de aproximadamente 50.000 que tiene actividad de union
a antigeno y en el que el enlace disulfuro de la region bisagra del F(ab'), anterior se escinde.

El Fab' de la presente invencidon se obtiene por tratamiento del F(ab'), de la presente invencién, que se une a
FGF23, con el agente reductor ditiotreitol. Alternativamente, se inserta ADN que codifica el fragmento Fab' de este
anticuerpo en un vector de expresion para organismos procariotas o en un vector de expresion para organismos
eucariotas, y este vector se introduce en organismos procariotas o en organismos eucariotas y de ese modo se
expresa para producir Fab'.
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El scFv es un fragmento de anticuerpo que tiene actividad de unién de anticuerpo con una region variable de cadena
pesada individual (denominada en lo sucesivo VH) y una regién variable de cadena ligera individual (escrita en lo
sucesivo como VL) que se unen usando un conector peptidico adecuado (escrito en lo sucesivo como P y es un
polipéptido VH-P-VL o VL-P-VH.

El scFv de la presente invencion se puede producir obteniendo el ADNc que codifica las VH y VL del anticuerpo de la
presente invencion que se une con FGF23 y construyendo el ADN que codifica el scFv e insertando el ADN en un
vector de expresion para organismos procariotas o un vector de expresion para organismos eucariotas e
introduciendo y expresando el vector de expresidon en organismos procariotas u organismos eucariotas.

Un dianticuerpo es un fragmento de anticuerpo en el que scFv se dimeriza y es un fragmento de anticuerpo que
tiene una actividad de unién de anticuerpo divalente. Cada actividad de unién del anticuerpo divalente puede ser
igual o diferente.

El dianticuerpo de la presente invencién se puede producir obteniendo el ADNc que codifica las VH y VL del
anticuerpo de la presente invencion que se une a FGF23, construyendo el ADN que codifica el scFv de modo que la
longitud de la secuencia de aminoacidos para el conector peptidico sea de 8 residuos o inferior, insertando este ADN
en un vector de expresidon para organismos procariotas o un vector de expresion para organismos eucariotas, y
expresando este vector de expresion por introduccion en un organismo procariota o un organismo eucariota.

En un dsFv, 1 resto de aminoacido en cada una de las VH y VL esta sustituido con un resto de cisteina, y los
polipéptidos se unen a través de un enlace disulfuro entre estos restos de cisteina. El resto de aminoacido que esta
sustituido con el resto de cisteina se puede seleccionar basandose en la estructura terciaria prevista del anticuerpo
de acuerdo con el método indicado por Reiter et al. (Protein Engineering, 7: 697-704, 1994).

El dsFv de la presente invencion se puede producir obteniendo el ADNc que codifica las VH y VL del anticuerpo de
la presente invencion que se une a FGF23, construyendo el ADN que codifica el dsFv, insertando este ADN en un
vector de expresion para un organismo procariota o un vector de expresion para un organismo eucariota, e
introduciendo y expresando este vector de expresion en un organismo procariota o un organismo eucariota.

El péptido que comprende CDR se construye comprendiendo al menos una o mas regiones de las CDR de VH o VL.
Los péptidos que comprenden multiples CDR se pueden unir conjuntamente de forma directa o a través de un
conector peptidico adecuado.

El péptido que comprende la CDR de la presente divulgacion se puede producir construyendo un ADN que codifica
la CDR de las VH y VL del anticuerpo de la presente invencidon que se une a FGF23, insertando este ADN en un
vector de expresidon para organismos procariotas o un vector de expresién para organismos eucariotas, e
introduciendo y expresando este vector de expresion en organismos procariotas u organismos eucariotas.

Ademas, el péptido que contiene CDR se puede producir mediante un método de sintesis quimica tal como el
método Fmoc (método de fluorenilmetiloxicarbonilo) y el método tBoc (método de t-butiloxicarbonilo).

Ademas, "fragmento funcional" es un fragmento del anticuerpo que se puede unir al antigeno (FGF23).
Preferentemente, el "fragmento funcional" es un fragmento que se puede unir a FGF23 y comprende una secuencia
de aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta S en la posicién 136 de SEC ID N° 12, y/o una secuencia de
aminoacidos desde A en la posicién 23 hasta K en la posicion 128 de SEC ID N° 14. Preferentemente, el "fragmento
funcional" es un fragmento que comprende al menos una o todas las CDR representadas por las SEC ID N° 40 a 45
y que se puede unir a FGF23. Mas preferentemente, el "fragmento funcional" deriva de la regién variable de un
anticuerpo producido mediante hibridoma C10 y es un fragmento que se puede unir a FGF23.

El anticuerpo de la presente invencion incluye derivados del anticuerpo en los que se unen quimicamente o
mediante ingenieria genética radioisétopos, farmacos de bajo peso molecular, farmacos macromoleculares, y
proteinas al anticuerpo frente a FGF23 de la presente invencion o a los fragmentos funcionales del anticuerpo.

Los derivados del anticuerpo de la presente invencién se pueden producir por unién de radioisétopos, farmacos de
bajo peso molecular, farmacos macromoleculares y proteinas al extremo amino terminal o al extremo carboxi
terminal de la cadena H (cadena pesada) o la cadena L (cadena ligera) del anticuerpo frente a FGF23 de la presente
invencion o el fragmento funcional del anticuerpo, a un grupo sustituido o cadena lateral sustituibles en el anticuerpo
o el fragmento funcional del anticuerpo y, ademas, a una cadena de azucar en el anticuerpo o el fragmento funcional
del anticuerpo mediante métodos quimicos (Koutai Kogaku Nyuumon, Osamu Kanamitsu, Chijin shokan, 1994).

Ademas, el derivado del anticuerpo unido con la proteina se produce por unién del ADN que codifica el anticuerpo
frente a FGF23 de la presente invencion y el fragmento funcional del anticuerpo y el ADN que codifica la proteina
que se va a unir, insertando este ADN en un vector de expresion, e introduciendo y expresando el vector de
expresion en una célula huésped adecuada.
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Para el radioisétopo, los ejemplos incluyen
mediante el método de cloramina T.

. Por ejemplo, el radiois6topo se puede unir al anticuerpo

)

Los farmacos de bajo peso molecular incluyen agentes alquilantes que incluyen mostaza nitrogenada, y
ciclofosfamida; antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo y metotrexato; antibidticos tales como daunomicina,
bleomicina, mitomicina C, daunorrubicina y doxorrubicina; alcaloides de plantas, tales como vincristina, vinblastina y
vindesina; agentes anticancerigenos tales como agentes hormonales tales como tamoxifeno y dexametasona
(Clinical oncology; Japanese Clinical Oncology Research Meeting, Japanese Journal of Cancer and Chemotherapy
Co., 1996); esteroides tales como hidrocortisona, y prednisona; agentes no esteroideos que incluyen aspirina e
indometacina; inmunomoduladores tales como tiomalato de oro, y penicilamina; inmunosupresores tales como
ciclofosfamida, y azatioprina; antiinflamatorios tales como antihistaminas tales como maleato de clorfeniramina, y
clemastina (Inflammation and anti-inflammatory treatment method, Ishiyaku Publishing Corp. Ltd., 1982). La unién
del anticuerpo a estos farmacos de bajo peso molecular se lleva a cabo mediante métodos conocidos. Ejemplos de
métodos para unir daunomicina a un anticuerpo incluyen un método para la union entre los grupos amino de la
daunomicina y el anticuerpo mediante glutaraldehido, y un método para la unidon de los grupos amino de la
daunomicina y el grupo carboxilo del anticuerpo mediante carbodiimida soluble en agua. Por unién de estos
farmacos de bajo peso molecular al anticuerpo, se obtiene un derivado de un anticuerpo que tiene la funcién del
farmaco de bajo peso molecular.

Para el farmaco macromolecular, los ejemplos incluyen polietilenglicol (denominado en lo sucesivo PEG), albumina,
dextrano, polioxietileno, copolimero de maleato de estireno, polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, e hidroxipropil
metacrilamida. Por unién de estos compuestos macromoleculares al anticuerpo o al fragmento funcional de un
anticuerpo, se anticipan los siguientes efectos: (1) se mejora la estabilidad con respecto a diversos factores
quimicos, fisicos, y bioldgicos, (2) se prolonga considerablemente la semivida en sangre, (3) se pierde la
inmunogenicidad, se suprime la produccion de anticuerpos (Bioconjugate Pharmaceutical, Hirokawa Shoten, 1993).
Un ejemplo de un método para unir PEG a un anticuerpo es un método de reaccién con un reactivo modificador de
PEG (Bioconjugate Pharmaceutical, Hirokawa Shoten, 1993). Ejemplos del reactivo modificador de PEG incluyen
modificador del grupo e-amino de lisina (documento de Publicacién de Patente abierta a la inspeccion publica
Numero S61-178926), modificador del grupo carboxilo de acido aspartico y acido glutamico (documento de
Publicacion de Patente abierta a la inspeccion publica Numero S56-23587), y modificador del grupo guanidilo de
arginina (documento de Publicacion de Patente abierta a la inspeccion publica Numero H2-117920).

El anticuerpo que se une a la proteina se puede obtener como un anticuerpo de fusién. En otras palabras, el ADNc
que codifica el anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo se une con el ADNc que codifica una proteina
especifica, y se construye el ADN que codifica la proteina fusionada de la proteina especifica y el anticuerpo. Este
ADN se inserta en un vector de expresion para un organismo procariota o un organismo eucariota. Este vector de
expresion se puede introducir y expresar en el organismo procariota o el organismo eucariota con el fin de producir
el anticuerpo fusionado que esta unido a la proteina especifica.

Con respecto al anticuerpo frente a FGF23 de la presente invencion o el fragmento funcional del anticuerpo,
tomando medidas mediante métodos inmunoldgicos tales como ELISA (Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, capitulo 14, 1988; Monoclonal Antibodies; Principles and Practice, Academic Press
Limited, 1996) o midiendo la constante de disociacion de unién mediante un biosensor Biacore (Journal of
Immunological Methods; 145: 229-240, 1991), y midiendo la actividad de inhibicion (Nature, 444: 770-774, 2006) de
la actividad del promotor del gen 1 de respuesta de crecimiento temprano mediante la estimulacién de FGF23
humano usando células de expresion klotho, se puede evaluar la actividad de uniéon de FGF23 humano y la actividad
de inhibicion de la funcién de FGF23 humano.

En la presente invencion, "anticuerpo humano" se define como un anticuerpo que es un producto de expresién de un
gen de anticuerpo derivado de seres humanos. El anticuerpo humano, como se describira posteriormente, se puede
obtener introduciendo el locus génico del anticuerpo humano y administrando antigeno a animales transgénicos que
tienen la capacidad de producir el anticuerpo humano. Ejemplos de estos animales transgénicos incluyen ratones. El
método de creacion de ratones que pueden producir el anticuerpo humano se describe, por ejemplo, en el
documento de Publicacion Internacional Numero WO02/43478.

Para el anticuerpo de la presente divulgacion, los ejemplos incluyen un anticuerpo (anticuerpo C10) producido
mediante hibridoma C10 como se describira posteriormente en los Ejemplos. El hibridoma C10 ha tenido un depdsito
internacional basado en el tratado de Budapest con N° de referencia FERM ABP-10772 (una exposicion para la
identificacion: C10) en el Patent Organism Depository Center (Central 6, 1-1 Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-
ken, Japodn) el 2 de febrero del 2007 en la institucion administrativa independiente del Advanced Industrial Science
and Technology.

El anticuerpo o el fragmento funcional de la presente divulgacion también incluye anticuerpos monoclonales o
fragmentos funcionales de los mismos que comprenden una cadena pesada y/o una cadena ligera que consisten en
secuencias de aminoacidos con una o varias supresiones, sustituciones, y adiciones de aminoacidos en cada
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada y/o la cadena ligera que construyen el anticuerpo o fragmento
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funcional. Aqui, en "una o varias", "varias" es 9 o0 menos, preferentemente 5 o menos, y mas preferentemente 3 o
menos. Tener 2 es especialmente preferente. Se puede introducir una modificacion parcial (supresion, sustitucion,
insercion, adicion) del aminoacido como se ha descrito previamente en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo
de la presente divulgacion o el fragmento funcional mediante modificacion parcial de la secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos. Se puede introducir la modificacion parcial de esta secuencia de nucleétidos
usando el método convencional de mutagénesis especifica de sitio conocido [Proc Natl Acad Sci USA., 81: 5662-
5666, 1984]. El anticuerpo de la presente invencion incluye anticuerpos de todas las clases e isotipos de
inmunoglobulinas.

El anticuerpo frente a FGF23 de la presente invencién se puede producir mediante el siguiente método de
produccion. Por ejemplo, el FGF23 o una parte del FGF23 o un conjugado de una porcion del FGF23 y una
sustancia vehiculo adecuada para aumentar la antigenicidad (por ejemplo, albimina de suero bovino) se inmunizan
junto con un adyuvante (adyuvante completo o incompleto de Freund) segiun sea necesario en mamiferos no
humanos tales como ratones transgénicos productores de anticuerpos humanos. Para el FGF23, se puede usar
FGF23 natural o FGF23 recombinante. Alternativamente, la sensibilizacion inmune se puede llevar a cabo
introduciendo el gen que codifica FGF23 en un vector de expresion y expresando la proteina FGF23 en el animal. El
anticuerpo monoclonal se obtiene cultivando el hibridoma obtenido por fusiéon de las células productoras de
anticuerpos obtenidas de los animales con sensibilizaciéon inmune y células de mieloma que no tienen la capacidad
de produccioén de anticuerpos, y seleccionando los clones que producen los anticuerpos monoclonales que muestran
afinidad especifica por el antigeno usado para la inmunizacion.

El anticuerpo de la presente invencion incluye los que se han convertido en una subclase diferente mediante
modificacion por ingenieria genética como conocen los expertos en la materia (por ejemplo, véase el documento de
Solicitud de Patente Europea EP314161). En otras palabras, usando ADN que codifica la region variable del
anticuerpo de la presente invencion, se puede obtener un anticuerpo que es de una subclase que es diferente de la
subclase original usando métodos de ingenieria genética.

2. Produccién del anticuerpo de la presente divulgacion

La produccion de un anticuerpo monoclonal incluye las siguientes etapas. En otras palabras, (1) se prepara la
proteina antigeno que se va a usar como inmunoégeno o el vector de expresion de la proteina antigeno, (2) después
de inmunizacién por inyeccion del antigeno en el animal o por expresion del antigeno en el animal, se toma una
muestra de sangre y se ensaya su concentracion de anticuerpo, y después de determinar el tiempo para el
aislamiento del bazo, se preparan las células de produccién de anticuerpos, (3) se preparan células de Mieloma, (4)
se fusionan la célula de produccion de anticuerpos y el mieloma, (5) se selecciona el grupo hibridoma que produce el
anticuerpo diana, (6) los hibridomas se dividen en un clon celular individual (clonacién), (7) opcionalmente, se cultiva
el hibridoma para producir grandes cantidades de anticuerpo monoclonal, o se crian animales en los que se ha
trasplantado el hibridoma, y (8) se ensayan la actividad bioldgica y la especificidad de reconocimiento del anticuerpo
monoclonal producido de este modo, o se ensaya la propiedad como reactivo de marcado.

A continuacion en el presente documento, se describe con detalle el método de producciéon para el anticuerpo
monoclonal anti-FGF23 siguiendo el proceso anterior. Sin embargo, el método de produccion para este anticuerpo
no se limita a este método. Por ejemplo, también se pueden usar células productoras de anticuerpos y mieloma de
células distintas a las del bazo.

(1) Purificacion del anticuerpo

Usando una técnica de recombinacion genética, se integra la secuencia de ADN que codifica el FGF23 en un
plasmido de expresion adecuado. Después de producir FGF23 en un huésped tal como E. coli o una célula animal,
se puede usar la proteina FGF23 purificada. Debido a que se conoce la estructura primaria de la proteina FGF23
humana [N° de referencia GenBank AAG09917, SEC ID N° 4], se sintetiza quimicamente un péptido parcial a partir
de la secuencia de aminoacidos de FGF23 mediante métodos conocidos por los expertos en la materia, y este
también se puede usar como antigeno.

(2) Etapa de preparacion de la célula productora de anticuerpos

El antigeno obtenido como se ha mencionado en (1) se mezcla con un adyuvante tal como adyuvante completo o
incompleto de Freund o aluminio potasio, y la mezcla se inmuniza en animales experimentales como inmundgeno.
Con respecto a los animales experimentales, los ratones transgénicos que tienen la capacidad de producir
anticuerpos derivados de seres humanos son los que se usan de forma mas adecuada. Este tipo de ratones se
describen en la referencia de Tomizuka et al. [Tomizuka et al., Proc Natl Acad Sci USA., 97: 722-727, 2000].

El método de administracion del inmundgeno cuando se inmunizan los ratones puede ser cualquiera de inyeccion
subcutanea, inyeccion intraperitoneal, inyeccion intravenosa, inyeccion intradérmica, inyeccion intramuscular e
inyeccion en la almohadilla de la pata. Es preferente la inyeccion intraperitoneal, la inyeccion en la almohadilla de la
pata o la inyeccion intravenosa.
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La inmunizacion se puede llevar a cabo de una vez o en varias veces repetidas en un intervalo adecuado. Después
de esto, se mide la concentracion del anticuerpo frente al antigeno en el suero del animal inmunizado. Cuando se
usan animales con una concentracién de anticuerpo lo suficientemente alta como fuente de suministro de células
productoras de anticuerpos, aumenta la eficacia de las operaciones posteriores. En general, es preferente usar
células productoras de anticuerpos derivadas de animales 3-5 dias después de la inmunizacién final para la
siguiente fusion celular.

Ejemplos del método que se usa aqui para medir la concentracion del anticuerpo incluyen técnicas conocidas tales
como radioinmunoensayo (denominado en lo sucesivo en el presente documento "método RIA"), ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (denominado en lo sucesivo en el presente documento "método ELISA"), método
de anticuerpo fluorescente, y método de hemaglutinacién pasiva. Desde el punto de vista de la sensibilidad de
deteccion, rapidez, precision, y la posibilidad de operacion automatizada, es adecuado el método RIA o el método
ELISA.

De acuerdo con el método ELISA, por ejemplo, la medida de la concentracion del anticuerpo de la presente
invencion se puede llevar a cabo mediante el siguiente procedimiento. En primer lugar, se absorbe el antigeno frente
al anticuerpo humano sobre la superficie de la fase sélida de una placa de ELISA de 96 pocillos, por ejemplo.
Ademas, la superficie de la fase solida que no ha absorbido el antigeno se cubre con una proteina sin relacion con el
antigeno, tal como albumina de suero bovino (BSA). Después de aclarar la superficie, se permite el contacto con un
reactivo diluido en serie como anticuerpo primario (por ejemplo, suero de ratén transgénico que tiene la capacidad
de producir anticuerpos humanos) para hacer que el antigeno descrito anteriormente se una al anticuerpo anti-
FGF23 de la muestra. Ademas, se afiade un anticuerpo marcado con enzima frente al anticuerpo humano como
anticuerpo secundario para permitir que se una al anticuerpo humano. Después de lavar, se afiade un sustrato para
la enzima. A continuacién, se mide el cambio en la absorcién de la luz causado por el color que resulta de la
descomposicion del sustrato para calcular la concentracion del anticuerpo.

(3) Etapa de preparacion para el mieloma

Con respecto al mieloma, se pueden usar células que no tienen capacidad de produccidon de anticuerpos por si
mismas y que derivan de mamiferos tales como raton, rata, cobaya, hamster, conejo o seres humanos. En general,
se usan preferentemente lineas celulares obtenidas a partir de ratones, por ejemplo, linea de mieloma de ratdn
resistente a 8-azaguanina (derivado de BALB/c) P3X63AgSU.1 (P3-U1) [Yelton; D. E. et al., Current Topics in
Microbiology and Immunology, 81: 1-7, 1978], P3/NSI/1-Ag4-1 (NS-1) E Kohler, G. et al., European J. Immunology,
6: 511-519, 1976], Sp2/0-Ag14 (SP2/0) [Shulman, M. et al., Nature, 276: 269-270, 1978], P3X63Ag8.653 (653)
[Kearney, J. F. et al., J. Immunology, 123: 1548-1550, 1979], P3X63Ag8 (X63) [Horibata, K. y Harris, A. W, Nature,
256: 495-497, 1975]. Estas lineas celulares se subcultivan en un medio adecuado, por ejemplo, medio de 8-
azaguanina [un medio RPMI-1640 complementado con glutamina, 2-mercaptoetanol, gentamicina, y suero de
ternera fetal (FCS) asi como con 8-azaguanina], Medio Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM), o Medio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM). Sin embargo, 3-4 dias antes de la fusiéon celular, las lineas celulares se
subcultivan en un medio normal (por ejemplo, medio DMEM que contiene un 10 % de FCS), y en el dia de la fusion,
se prepara un nimero de células mayor o igual de 2 x 10”.

(4) Fusion celular

Las células productoras de anticuerpos son células plasmaticas y linfocitos que son sus células precursoras. Estas
se pueden obtener a partir de cualquier lugar de los individuos. En general, se pueden combinar el bazo, los ndédulos
linfaticos, la médula ésea, la amigdala, sangre periférica, o cualquiera de estos. En general, se usan con la mayor
frecuencia las células esplénicas.

Después de la inmunizacion final, se retira el lugar donde estan presentes las células productoras de anticuerpos,
por ejemplo el bazo, del ratén que ha conseguido una concentracion de anticuerpo prescrita, y se preparan las
células esplénicas que son las células productoras de anticuerpos. A continuaciéon, se fusionan las células
esplénicas y el mieloma. Con respecto a los medios para fusionar las células esplénicas y el mieloma obtenido en la
etapa (3), el método que se usa mas generalmente es un método que usa polietilenglicol. Este método tiene una
toxicidad celular relativamente baja y la operacion de fusion también es facil. Este método tiene el siguiente
procedimiento, por ejemplo.

La célula esplénica y el mieloma se lavan bien con medio exento de suero (por ejemplo, DMEM) o una solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). La célula esplénica y el mieloma se mezclan con una proporcién numérica de
células de aproximadamente 5:1-10:1 y se centrifugan. Se retira el sobrenadante, y después de liberar el grupo
celular precipitado, se instila 1 ml de un medio exento de suero que contiene un 50 % de polietilenglicol (peso
molecular de 1000-4000) (p/v) en las células con agitacion. Después de esto, se afiaden lentamente 10 ml de medio
exento de suero, y a continuacion, esto se centrifuga. Se descarta de nuevo sobrenadante, y las células precipitadas
se suspenden en una cantidad adecuada de medio normal (denominado medio HAT) que contiene una cantidad
adecuada de solucién de hipoxantina/aminopterina/timidina (HAT) e interleuquina-6 humana (IL-6). Las células se
alicuotan en cada pocillo de una placa de cultivo (denominada en lo sucesivo "placa"), y se cultivan durante
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aproximadamente 2 semanas a 37 °C en atmosfera de gas diéxido de carbono al 5 %. Durante este tiempo, se
suplementa medio HAT segun sea necesario.

(5) Seleccion del grupo hibridoma

Cuando las células de mieloma que se han descrito anteriormente son una cepa resistente a 8-azaguanina, en otras
palabras, si es una cepa deficiente en hipoxantina/guanina/fosforribosiltransferasa (HGPRT), las células de mieloma
que no se fusionaron y las células fusionadas soélo de células de mieloma no sobreviviran en el medio que contiene
HAT. Por ofra parte, las células fusionadas soélo de células productoras de anticuerpos e hibridomas de células
productoras de anticuerpo y células de mieloma pueden sobrevivir, pero las células fusionadas sélo de células
productoras de anticuerpo tienen una vida util limitada. Por lo tanto, continuando el cultivo en un medio que contiene
HAT, sdlo sobreviviran los hibridomas que son células fusionadas entre células productoras de anticuerpos y células
de mieloma. En consecuencia, se pueden seleccionar los hibridomas.

Con respecto al hibridoma que crece en las colonias, se lleva a cabo un cambio de medio a un medio en el que se
retira la aminopterina del medio HAT (denominado en lo sucesivo medio HT). A continuacion, se recoge una parte
del sobrenadante del medio, y se mide la concentracion de anticuerpo anti-FGF23 mediante el método ELISA, por
ejemplo.

Se ha mostrado anteriormente un ejemplo de un método que usa una linea celular resistente a 8-azaguanina, pero
también se pueden usar otras lineas celulares de acuerdo con el método de seleccién de hibridomas. En estos
casos, la composicion del medio a utilizar también cambia.

(6) Etapa de clonacion

Midiendo la concentracion de anticuerpo con el mismo método que el método de medida de la concentracién de
anticuerpo usado en (2), se transfiere a otra placa el hibridoma que se ha determinado para producir el anticuerpo
especifico, y se lleva a cabo la clonacion. Ejemplos de métodos de clonacion incluyen en el método de dilucion
limitante en el que el hibridoma se diluye de modo que haya un hibridoma contenido por 1 pocillo de una placa y este
se cultiva; el método de agar blando en el que los hibridomas se cultivan en un medio de agar blando y se recogen
las colonias; un método en el que se retira una célula de una vez con un micromanipulador y esta se cultiva; la
"clonacién mediante clasificador" en el que una célula individual se separa mediante un clasificador celular. El
método de dilucion limitante es sencillo y se usa a menudo.

Con respecto a los pocillos en los que se ha observado la concentracion de anticuerpo, por ejemplo, la clonacién se
repite 2-4 veces mediante el método de dilucion limitante, y las células que tienen una concentracion de anticuerpo
estable se seleccionan como lineas de hibridoma productoras de anticuerpo monoclonal anti-FGF23.

(7) Preparacion de anticuerpo monoclonal mediante cultivo del hibridoma

Los hibridomas en los que se ha completado la clonacién se cultivan por intercambio de medio del medio HT a un
medio normal. Para el cultivo a gran escala, hay cultivos en rotacién que usan un frasco de cultivo a gran escala,
cultivo en centrifugadora, o cultivo usando un sistema de fibra hueca. Mediante la purificacion del sobrenadante en
un cultivo a gran escala usando un método conocido por los expertos en la materia tal como filtracion en gel, se
puede obtener el anticuerpo monoclonal anti-FGF23. Ademas, haciendo crecer este hibridoma intraperitonealmente
en la misma cepa de ratén (por ejemplo, BALB/c) o ratdn, rata, cobaya, hamster, o conejo nu/nu, se puede obtener
fluido peritoneal que contiene grandes cantidades de anticuerpo monoclonal anti-FGF23. Un método sencillo para
purificacion usa kits de purificacion de anticuerpo monoclonal comerciales (por ejemplo, kit MAbTrap Gll; GE
Healthcare Bioscience Co.).

Los anticuerpos monoclonales obtenidos de este modo tienen una alta especificidad de antigeno frente a FGF23.

Ademas, se puede preparar anticuerpo recombinante por clonacion del gen que codifica el anticuerpo monoclonal
humano a partir de las células productoras de anticuerpos del hibridoma, incorporando el gen a un vector adecuado
e introduciéndolo en un huésped (por ejemplo, linea celular de mamifero, E. coli, célula de levadura, célula de
insecto, y célula de planta), y usando tecnologia de recombinacion genética (Delves. P. J., ANTIBODY
PRODUCTION ESSENTIAL TECHNIQUES., 1997 WILEY, Shepherd, P. y Dean C, Monoclonal Antibodies., 2000
OXFORD UNIVERSITY PRESS, Goding, J. W., Monoclonal Antibodies: principles and practice, 1993 ACADEMIC
PRESS).

La presente divulgacion incluye los acidos nucleicos que contienen la secuencia genética para el anticuerpo del
hibridoma que produce el anticuerpo de la presente divulgacion, en particular el acido nucleico para la region
variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del anticuerpo producido por el hibridoma de la
presente divulgacion que se describira posteriormente. Aqui, acido nucleico incluye ADN y ARN. Ademas, la
presente divulgacion incluye el acido nucleico de la parte madura en la que se ha retirado la region que codifica la
secuencia de sefal del acido nucleico de la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
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de la presente divulgacion. Adicionalmente, ademas de los acidos nucleicos que se han descrito anteriormente, el
acido nucleico de la presente divulgacion incluye los acidos nucleicos que tienen los codones correspondientes a los
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo de la presente divulgacion y a los aminoacidos de la
region variable de cadena pesada del anticuerpo y/o de la region variable de cadena ligera de este anticuerpo.

Con el fin de preparar un gen que codifique el anticuerpo monoclonal a partir del hibridoma, se usa un método en el
que se prepara el ADN que codifica cada una de la region V de cadena L, la region C de cadena L, la region V de
cadena H y la region C de cadena H del anticuerpo monoclonal mediante el método de PCR. Para esto, se usa como
cebador oligoADN disefiado a partir del gen del anticuerpo anti-FGF23 o de la secuencia de aminoacidos. Con
respecto a la plantilla, se puede usar ADN preparado a partir del hibridoma. Estos ADN se incorporan a un vector
adecuado y este se introduce en un huésped y se expresa, o bien estos ADN se incorporan cada uno a un vector
adecuado, y se expresan conjuntamente.

Para el vector, se usan fagos o plasmidos que puedan crecer de forma autbnoma en los microorganismos huésped.
Para el plasmido de ADN, los ejemplos incluyen plasmidos de E. coli, Bacillus subtilis, o levadura. Para el fago de
ADN, los ejemplos incluyen fago A.

El huésped usado en la transformacion no se limita siempre que sea uno que pueda expresar el gen diana. Los
ejemplos incluyen bacterias (E. coli, Bacillus subtilis), levaduras, células animales (células COS, células CHO), y
células de insecto.

Se conocen métodos para introducir genes en un huésped, y existen numerosos ejemplos de métodos (por ejemplo,
un método que usa el ion calcio, método de electroporacion, método de esferoplasto, método de acetato de litio,
método de fosfato de calcio, método de lipofeccion). Ademas, ejemplos de métodos para introducir el gen en
animales que se describiran posteriormente incluyen método de microinyeccion, método de introducir genes en
células ES usando el método de electroporacion y el método de lipofeccion, y trasplante nuclear.

En la presente invencion, se cultiva el transformante, y se obtiene el anticuerpo anti-FGF23 por recoleccion del
producto de cultivo. Aqui, "producto de cultivo" significa cualquiera de (a) el sobrenadante del cultivo, (b) las células
cultivadas o las bacterias cultivadas o su homogenato, (c) secreciones del transformante. Con el fin de cultivar el
transformante, se usa un medio adecuado para el huésped, y se usan un método de cultivo estacionario, y un
método de cultivo mediante frasco de rodillo.

Después del cultivo, cuando se produce el anticuerpo objetivo en la bacteria o en la célula, se recoge el anticuerpo
por homogeneizacion de la bacteria o la célula. Ademas, cuando se produce el anticuerpo objetivo fuera de la
bacteria o fuera de la célula, se puede usar la solucién de cultivo directamente o, alternativamente, se retiran las
bacterias son las células mediante centrifugacion. A continuacion, el anticuerpo objetivo se puede aislar y purificar
del producto de cultivo mediante métodos bioquimicos generales usando, individualmente o en combinacion,
diversas cromatografias usadas para el aislamiento y la purificacion de proteinas.

Ademas, usando técnicas de creacion de animales transgénicos, se crean animales huésped en los que se incorpora
el gen del anticuerpo objetivo en genes enddgenos, por ejemplo, ganado transgénico, cabra transgénica, oveja
transgénica, o cerdo transgénico. Se puede obtener una gran cantidad de anticuerpo monoclonal derivado del gen
del anticuerpo a partir de la leche secretada por estos animales transgénicos (Wright, G., et al., Bio/Technology 9:
830-834, 1991). Cuando se cultiva el hibridoma in vitro, el hibridoma se hace crecer, se mantiene y se almacena de
acuerdo con las diversas condiciones de las propiedades de las células cultivadas de los métodos de cultivo e
investigacion experimentales. Se pueden usar medios de nutricion conocidos o diversos medios de nutricion
derivados y preparados a partir de medios basicos conocidos para producir el anticuerpo monoclonal en el
sobrenadante de cultivo.

(8) Ensayo del anticuerpo monoclonal

La determinacion del isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal obtenido de este modo se puede llevar a cabo
de la siguiente manera. En primer lugar, los ejemplos del método de identificacion incluyen el método de
Ouchterlony, el método ELISA, o el método RIA. El método de Ouchterlony es sencillo, pero cuando la concentracion
del anticuerpo monoclonal es baja, es necesario un procedimiento de concentracion. Por otra parte, cuando se usa
el método ELISA o el método RIA, el sobrenadante de cultivo se hace reaccionar directamente con el antigeno
absorbido en una fase solida, y como anticuerpo secundario, se pueden usar anticuerpos que responden a diversos
isotipos y subclases de inmunoglobulinas para identificar el isotipo y la subclase del anticuerpo monoclonal.

Ademas, la cuantificacion de la proteina se puede llevar a cabo mediante el método de Folin/Lowry y mediante un
método que calcula la absorcién de la luz a 280 nm [1,4 (DO280) = inmunoglobulina 1 mg/ml].

La identificacion de los epitopos de reconocimiento del anticuerpo monoclonal (mapeado de epitopos) se lleva a

cabo como sigue a continuaciéon. En primer lugar, se crean las estructuras parciales de diversas moléculas que
reconocen los anticuerpos monoclonales. Para la creacién de estructuras parciales, existe un método en el que se
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usan técnicas de sintesis de oligopéptidos conocidas para crear diversos péptidos parciales de la molécula, y un
método en el que, usando técnicas de recombinacion genética, se incorpora la secuencia de ADN que codifica el
péptido parcial objetivo a un plasmido de expresion adecuado, y los péptidos se producen en el interior o en el
exterior de un huésped tal como E. coli. Sin embargo, en general, ambos métodos se combinan para el objetivo
anterior. Por ejemplo, se crea una serie de polipéptidos en los que la proteina antigeno se ha acortado
secuencialmente en longitudes aleatorias a partir del extremo carboxi terminal o amino terminal usando técnicas de
recombinacién genética conocidas por los expertos en la materia. A continuacion, se estudia la reactividad del
anticuerpo monoclonal frente a estos péptidos, y se determinan aproximadamente los sitios de reconocimiento.

A continuacién, con detalle adicional, se sintetiza el oligopéptido de la parte correspondiente, o variantes de estos
péptidos mediante técnicas de sintesis de oligopéptidos conocidas por los expertos en la materia. Con el fin de
definir los epitopos, se estudia la unién de los anticuerpos monoclonales contenidos como ingrediente activo en el
agente para la prevencion o el tratamiento de la presente invencion en estos péptidos, y alternativamente se estudia
la actividad de inhibicién competitiva de los péptidos en la unién de los anticuerpos monoclonales frente al antigeno.
Como método sencillo para la obtencién de diversos oligopéptidos, se pueden usar kits comerciales (por ejemplo, kit
SPOTSs (Genesis Biotechnologies), una serie de kits de sintesis de péptidos multiconectores que usan el método de
sintesis de multiconector (Chiron Co.)).

(9) Produccion del fragmento de anticuerpo

El fragmento de anticuerpo se produce mediante métodos de ingenieria genética o métodos de proteoquimica
basados en el anticuerpo descrito en (7) anteriormente.

Con respecto al método de ingenieria genética, se construye el gen que codifica el fragmento de anticuerpo objetivo
y se expresa usando un huésped adecuado tal como una célula animal, célula de planta, célula de insecto, y E. coli,
y se purifica el fragmento de anticuerpo.

Con respecto al método de proteoquimica, se usan proteasas tales como pepsina y papaina para la escision en un
sitio especifico, y se lleva a cabo la purificacion.

Con respecto al fragmento de anticuerpo, los ejemplos incluyen péptidos que comprenden Fab, F(ab'),, Fab', scFv,
dianticuerpo, dsFv, y CDR. El método de produccion para cada fragmento de anticuerpo se describe con detalle a
continuacion.

(i) Produccion de Fab

Proteoquimicamente, Fab se puede crear tratando una IgG con la proteasa papaina. Después del tratamiento con
papaina, si el anticuerpo original es una subclase IgG que tiene capacidad de unién a proteina A, mediante el paso a
través de una columna de proteina A, se separan las moléculas de IgG y los fragmentos Fc, y se puede recuperar un
Fab uniforme (Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion, 1995). Si el anticuerpo es una
subclase IgG que no tiene capacidad de union a proteina A, mediante cromatografia de intercambio i6nico, se
recupera Fab de la fraccion que eluye a bajas concentraciones salinas (Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, tercera edicion, 1995). Ademas, para la ingenieria genética de Fab, se usa E. coli en la mayoria de los
casos, 0 se usan células de insecto y células animales para producir Fab. Por ejemplo, se clona el ADN que codifica
la regién V del anticuerpo descrito en 2 (7) anteriormente en un vector de expresion de Fab para construir un vector
de expresiéon de Fab. Para el vector de expresion de Fab, se puede usar cualquier cosa siempre que el ADN para
Fab se pueda incorporar y expresar. Un ejemplo es pIT106 (Science, 240: 1041-1043, 1988). El vector de expresion
de Fab se introduce en una E. coli adecuada, y se puede generar el Fab y almacenarse en un cuerpo de inclusion o
capa de periplasma. A partir del cuerpo de inclusion, se puede activar el Fab mediante un método de replegado
usado normalmente con proteinas. Ademas, cuando la expresion es en la capa de periplasma, se descarga el Fab
activo en el sobrenadante de cultivo. Después del replegado o del sobrenadante de cultivo, usando una columna con
antigeno unido, se puede purificar un Fab uniforme (Antibody Engineering, A Practical Guide, W. H. Freeman and
Company, 1992).

(i) Produccion de F(ab'),

Proteoquimicamente, F(ab'), se produce por tratamiento de IgG con la proteasa pepsina. Después del tratamiento
con pepsina, se recupera una F(ab'); uniforme a través de la misma operacidon de purificacion que con Fab
(Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion, 1995). Ademas, se puede crear mediante un
método en el que se trata el Fab' descrito en el siguiente apartado (iii) con una maleimida tal como o-PDM o bis
maleimida hexano, y se forman enlaces tioéter o se puede crear mediante un método en el que se trata con DTNB
[5,5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico)], y se forman enlaces S-S (Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL
PRESS, 1996).
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(iii) Produccion de Fab'

Fab' se puede obtener por tratamiento del F(ab')2 descrito en el apartado (ii) anterior con un agente reductor tal
como ditiotreitol. Ademas, con ingenieria genética, se puede crear Fab' usando E. coli en la mayoria de los casos o
células de insecto o células animales. Por ejemplo, se clona el ADN que codifica la region V del anticuerpo descrito
anteriormente en el apartado 2 (7) en un vector de expresion de Fab' y se puede construir un vector de expresion de
Fab'. Para el vector de expresion de Fab', se puede usar cualquier cosa siempre que se pueda incorporar y expresar
el ADN para Fab'. Un ejemplo es pAK19 (BIO/TECHNOLOGY, 10: 163-167, 1992). El vector de expresion de Fab' se
introduce en una E. coli adecuada. Fab' se puede generar y acumular en un cuerpo de inclusiéon o en la capa de
periplasma. A partir del cuerpo de inclusién, Fab' se activa mediante el método de replegado usado normalmente en
proteinas. Ademas, cuando se expresa en la capa de periplasma, las bacterias se homogeneizan por tratamiento
con digestion parcial mediante lisozima, choque osmético, y sonicacion y este se puede recuperar del exterior de las
bacterias. Después del replegado o del homogeneato bacteriano, se puede purificar un Fab' uniforme usando una
columna de proteina G (Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996).

(iv) Produccion de scFv

Mediante ingenieria genética, se puede producir scFv usando un fago o E. coli o células de insecto o células
animales. Por ejemplo, se puede clonar el ADN que codifica la region V del anticuerpo descrito anteriormente en el
apartado 2 (7) en un vector de expresion de scFv para construir un vector de expresion de scFv. Para el lector de
expresion de scFv, se puede usar cualquier cosa siempre que se pueda incorporar y expresar ADN para scFv. Los
ejemplos incluyen pCANTABSE (GE Healthcare Bioscience Co.), y pHFA (Human Antibodies & Hybridomas, 5: 48-
56, 1994). El vector de expresion de scFv se introduce en una E. coli adecuada. Por infeccién con un fago
adyuvante, se puede obtener un fago en el que se expresa scFv en la superficie del fago ya que se fusiona con una
proteina de superficie del fago. Ademas, se puede generar y acumular scFv en el cuerpo de inclusién o en la capa
de periplasma de la E. coli en la que se ha introducido el vector de expresion de scFv. A partir del cuerpo de
inclusion, se puede obtener scFv activado mediante el método de replegado usado normalmente para proteinas.
Ademas, cuando se expresa en la capa de periplasma, las bacterias se homogeneizan por tratamiento con digestion
parcial mediante lisozima, choque osmatico, y sonicacion y este se puede recuperar del exterior de las bacterias.
Después del replegado o del homogeneato bacteriano, se puede purificar un scFv uniforme usando cromatografia de
intercambio i6nico positivo (Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996).

(v) Produccion de dianticuerpo

Mediante ingenieria genética, se puede producir dianticuerpo usando principalmente E. coli asi como células de
insecto y células animales. Por ejemplo, se produce ADN en el que las VH y VL del anticuerpo descrito
anteriormente en el apartado 2 (7) se unen de modo que los restos de aminoacido codificados mediante el conector
son 8 residuos o menos y se clona en un vector de expresion de dianticuerpo siempre que se pueda integrar con
ADN de dianticuerpo y expresar ADN de dianticuerpo. Los ejemplos incluyen pCANTABSE (GE Healthcare
Bioscience), y pHFA (Human Antibodies Hybridomas, 5, 48, 1994). Se puede generar y acumular dianticuerpo en el
cuerpo de inclusién o en la capa de periplasma de la E. coli en la que se ha introducido el vector de expresion del
dianticuerpo. A partir del cuerpo de inclusion, se puede obtener dianticuerpo activado mediante el método de
replegado usado normalmente para proteinas. Ademas, cuando se expresa en la capa de periplasma, las bacterias
se homogeneizan por tratamiento con digestion parcial mediante lisozima, choque osmético, sonicacion, y similares,
y este se recupera del exterior de las bacterias. Después del replegado o del homogeneato bacteriano, se puede
purificar un dianticuerpo uniforme usando cromatografia de intercambio idnico positivo (Antibody Engineering, A
Practical Approach, IRL PRESS, 1996).

(vi) Produccion de dsFv

Se puede crear dsFv usando principalmente E. coli asi como células de insecto y células animales mediante
ingenieria genética. En primer lugar, se introducen mutaciones en lugares apropiados del ADN que codifica las VH y
VL del anticuerpo descrito en (ii), (iv) y (v), y se produce ADN en el que los restos de aminoacido codificados estan
reemplazados con cisteina. Cada ADN producido se puede clonar en un vector de expresion de dsFv para construir
vectores de expresion para VH y VL. Se puede usar cualquier vector como el vector de expresion de dsFv siempre
que se pueda integrar con y expresar ADN de dsFv. Por ejemplo, se puede usar pUL19 (Protein Engineering, 7: 697-
704, 1944). El vector de expresion para VH y VL se puede introducir en una E. coli apropiada y se pueden acumular
los productos generados en un cuerpo de inclusioén o la capa de periplasma. VH y VL se obtienen a partir del cuerpo
de inclusion y la capa de periplasma, y se mezclan y se convierten en dsFv con actividad mediante el método de
replegado que se emplea en el procesamiento normal de proteinas. Después del replegado, se puede llevar a cabo
una purificacion adicional mediante cromatografia de intercambio idnico y filtracién en gel (Protein Engineering, 7:
697-704, 1994).
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(vii) Produccion de péptidos CDR

Se pueden producir péptidos que contienen CDR mediante un método de sintesis quimica tal como el método Fmoc
o el método tBoc. Ademas se puede producir un vector de expresion de péptido CDR por introduccién del ADN que
codifica un péptido que contiene CDR y por clonacién del ADN producido en un vector de expresion apropiado. Se
puede usar cualquier vector como vector de expresion siempre que se pueda integrar con y expresar el ADN que
codifica el péptido CDR. Por ejemplo, se pueden usar pLEX (Invitrogen) y pAX4a+ (Invitrogen). El vector de
expresion se puede introducir en una E. coli apropiada y se pueden acumular los productos generados en el cuerpo
de inclusién o la capa de periplasma. El péptido CDR se obtiene a partir del cuerpo de inclusién o la capa de
periplasma y se puede purificar mediante cromatografia de intercambio iénico y filtracion en gel (Protein Engineering,
7:697-704, 1994).

3. Caracteristicas del anticuerpo de la presente invencion y el fragmento funcional del mismo

El anticuerpo de la presente invencion y el fragmento funcional del mismo poseen cualquiera de las siguientes
caracteristicas.

(a) Ensayo de union a FGF23; se une a la proteina de longitud completa que tiene los restos de aminoacido desde el
25° hasta el 251° de SEC ID N° 4 de la proteina FGF.

(b) Ensayo in vitro; inhibe la accion de FGF23 en un ensayo, mediante el cual se detecta la accion de FGF23. Un
ejemplo del método para detectar la accion de FGF23 in vitro es la activacion del promotor del gen 1 de respuesta de
crecimiento temprano mediante la estimulacion de FGF23 humano (Nature, 444; 770-774, 2006).

(c) Ensayo in vivo; inhibe la actividad del FGF23 enddgeno y aumenta la concentracion de fésforo en suero y la
concentracion de 1,25D en suero cuando se administra a seres humanos. El grado del aumento de la concentracion
de fosforo en suero y de la concentracion de 1,25D en suero es mayor en comparacion con un anticuerpo
convencional, el anticuerpo 2C3B (el anticuerpo monoclonal de ratén frente a proteina FGF23 que se desvela en el
documento de Patente WO03/057733, anticuerpo anti-FGF23 producido mediante hibridoma de N° de Referencia
FERM BP-7838) y también es mayor la duracion del nivel aumentado de concentracién de fésforo en suero y de
concentracion de 1,25D en suero. Por ejemplo, la duracion de la concentracion elevada de fésforo en suero es
aproximadamente 3 veces o mayor, preferentemente aproximadamente 5 veces la del anticuerpo 2C3B, y la
duracioén de la concentracion elevada de 1,25D en suero es aproximadamente 1,5 veces o mayor, preferentemente
2,5 veces la del anticuerpo 2C3B cuando se administra a mono cinomolgo.

La presente invencion también incluye un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos del anticuerpo
frente a FGF23 de la presente invencion. El acido nucleico puede ser ADN o ARN. El acido nucleico de la presente
divulgacion es, preferentemente, un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos del anticuerpo
producido mediante hibridoma C10. Un ejemplo es un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de la
region variable de cadena pesada (secuencia de nucleétidos de cadena pesada del anticuerpo C10), que esta
codificada por la secuencia de nucledtidos desde la posicion 58 C hasta la posicién 408 A mostrada en SEC ID N°
11. Ademas, otro ejemplo es un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de la region variable de
cadena ligera, que esta codificada por la secuencia de nucleétidos desde G en la posicion 67 hasta A en la posicion
384 mostrada en SEC ID N° 13.

II. Composiciones farmacéuticas

Se incluye en alcance de la presente invencién una formulacion que es una composicion farmacéutica que
comprende el anticuerpo anti-FGF23 humano de la presente invencion o el fragmento funcional del mismo. Tal
formulacién incluye, preferentemente, ademas del anticuerpo y el fragmento funcional del mismo, diluyentes o
vehiculos fisioldgicamente aceptables y puede ser una mezcla con otros farmacos tales como otros anticuerpos o
antibioticos. Los vehiculos apropiados incluyen solucion salina fisiolégica, solucién salina tamponada con fosfato,
solucién salina de glucosa tamponada con fosfato, y solucién salina fisioldgica tamponada, pero no se limitan a
estos. Ademas, se puede liofilizar el anticuerpo y se puede reconstituir por adicion de una de las soluciones tampdn
anteriores cuando se necesite, y usarse a continuacion. Las vias de administracion incluyen administracion oral, o
administracion parenteral tal como administracion intraoral, traqueobronquial, endorrectal, subcutanea, intramuscular
e intravenosa, y la via de administracion preferente es administracion intravenosa. La administracion se puede
realizar en diversas formulaciones y las formaciones incluyen aerosol, capsulas, comprimidos, granulos, jarabe,
emulsion, supositorios, inyecciones, pomadas y cintas.

Se pueden producir preparaciones liquidas tales como emulsiones y jarabe usando aditivos, por ejemplo: agua,
sacaridos tales como sacarosa, sorbitol y fructosa; glicoles tales como polietilenglicol, propilenglicol; aceites tales
como aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de semilla de soja; conservantes tales como ésteres de p-
hidroxibenzoato; aromas tales como aroma de fresa y menta.
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Se pueden producir capsulas, comprimidos, polvo o granulos usando aditivos, por ejemplo: excipientes tales como
lactosa, glucosa, sacarosa y manitol; disgregantes tales como almidén y alginato sédico; lubricantes tales como
estearato de magnesio y talco; aglutinantes tales como alcohol polivinilico, hidroxipropil celulosa y gelatina; agentes
tensioactivos tales como ésteres de acidos grasos; plastificantes tales como glicerina.

En las inyecciones, se pueden usar aditivos que incluyen; agua; sacaridos tales como sacarosa, sorbitol, xilosa,
trehalosa, fructosa; alcoholes azlcares tales como manitol, xilitol y sorbitol; tampones tales como tampén fosfato,
tampon citrato y tampon glutamato; agentes tensioactivos tales como ésteres de acidos grasos.

Una formulaciéon apropiada para administracion parenteral incluye inyecciones, supositorios, aerosoles. En el caso
de inyecciones, se proporcionan normalmente en forma de ampolla de dosificacion unitaria o recipientes de
dosificaciéon multiple. Puede ser un polvo que se redisuelve, cuando se va a usar, en un vehiculo apropiado, por
ejemplo agua estéril exenta de pirégenos. Estas formulaciones contienen aditivos tales como emulgentes, o agentes
de suspension, que se usan generalmente para la formulacion en estas composiciones. Métodos para inyeccion
incluyen, por ejemplo, infusion intravenosa, inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal,
inyeccion subcutanea, inyeccion intradérmica. Ademas, la dosificacion es diferente de acuerdo con la edad del sujeto
administrado, la via de administracion, la frecuencia de administracion, y se puede cambiar ampliamente.

Un supositorio se prepara usando un vehiculo tal como manteca de cacao, grasa hidrogenada o acido carboxilico. El
aerosol se puede preparar usando el propio anticuerpo de la presente invencion o el fragmento funcional del mismo,
o usando un vehiculo que no irrite la mucosa oral y del tracto respiratorio de un receptor (paciente) y pueda dispersar
el anticuerpo mencionado anteriormente y el fragmento funcional del mismo en forma de particulas finas para facilitar
la absorcion.

En particular, ejemplos de un vehiculo incluyen lactosa, glicerina. Dependiendo de las caracteristicas del anticuerpo
mencionado anteriormente o el fragmento funcional del mismo y las caracteristicas del vehiculo que se va a usar, se
puede seleccionar una formulacién tal como aerosol, polvo seco. Ademas, se pueden afadir los componentes
mostrados como ejemplos de aditivos para formulacion oral a estas formulaciones parenterales.

La dosificacion puede variar de acuerdo con los sintomas, edad, peso corporal pero normalmente en la
administracion oral, se administra aproximadamente 0,01 mg-1000 mg por dia para un adulto. Esto se puede
administrar una vez o dividir en varios lotes. En la administracion parenteral, se puede administrar aproximadamente
0,01 mg-1000 mg mediante inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa por administracion.

La presente divulgacion incluye el anticuerpo de la presente invencion, o el fragmento funcional del mismo, o un
método preventivo o terapéutico para las enfermedades descritas posteriormente usando una composicion
farmacéutica que contiene el mismo, y ademas, la presente divulgacion incluye el uso del anticuerpo de la presente
invencion o el fragmento funcional del mismo para la fabricaciéon de un agente para accion preventiva o terapéutica
de las enfermedades descritas posteriormente.

Enfermedades que se pueden prevenir o tratar mediante el anticuerpo de la presente divulgaciéon o el fragmento
funcional del mismo incluyen enfermedades que tienen una actividad excesiva de FGF23 tales como osteomalacia
inducida por tumor, ADHR, XLH, displasia fibrosa, sindrome de McCune-Albright, y una enfermedad que acompafa
un metabolismo mineral anormal tal como hipofosfatemia recesiva autosémica. Ademas, se pueden esperar efectos
de mejora para los sindromes asociados con estas enfermedades tales como, hipofosfatemia, insuficiencia de
mineralizacién 6sea, dolor dseo, debilidad muscular, deformidad esquelética, trastorno de crecimiento, baja
concentracion de 1,25D en sangre. Dado que el FGF23 desempefia un importante papel en las condiciones
fisiolégicas, se puede regular la actividad de control de metabolismo del calcio de FGF23, que esta mediada
mediante el control del metabolismo del fésforo y el metabolismo de la vitamina D, mediante el anticuerpo de la
presente divulgacion y el fragmento funcional del mismo y, de ese modo, se puede usar de forma preventiva y
terapéutica para enfermedades causadas por anomalias en el metabolismo mineral y el metabolismo de la vitamina
D, tales como osteoporosis, raquitismo (incluyendo raquitismo hipofosfatémico y raquitismo resistente a la vitamina
D), hipercalcemia, hipocalcemia, calcificacion ectépica, osteoesclerosis, enfermedad de Paget, hiperparatiroidismo,
hipoparatiroidismo, prurito. Ademas, el anticuerpo de la presente divulgacion y el fragmento funcional del mismo
también se puede usar de forma preventiva o terapéutica para enfermedades causadas por la complicaciéon de una
insuficiencia renal y la dialisis para la insuficiencia renal, representadas por osteodistrofia renal, osteopatia por
didlisis, disfuncioén tubular renal. Por otra parte, se ha informado que 1,25D tiene actividad no sélo en el metabolismo
mineral tal como el metabolismo del calcio como se ha descrito anteriormente sino también efecto inhibitorio del
crecimiento celular, actividad de promocion de diferenciacion celular. De ese modo, el anticuerpo de la presente
divulgaciéon y el fragmento funcional del mismo se puede usar de forma terapéutica y preventiva frente a
enfermedades causadas por las células cuyo crecimiento y diferenciacion esta regulado por 1,25D.

Ademas, se conoce que, en osteomalacia inducida por tumor, la sobreproduccion de FGF23 por el tumor causa una
patologia. Por lo tanto, puede ser concebible que se pueda inducir la retraccion del tumor mediante el uso del
anticuerpo de la presente invencién unido a una sustancia radioactiva tal como un isétopo radiactivo, o a un reactivo
terapéutico de diversas toxinas tales como farmacos de bajo peso molecular, y mediante la acumulacién del
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presente anticuerpo en el tumor que sobreproduce FGF23.
lll. Ejemplo de Formulacion

La formulacion que contiene el anticuerpo de la presente invencidon o el fragmento funcional del mismo, se
proporciona como una ampolla de solucion estéril disuelta en agua o solucion o suspension farmacolégicamente
aceptable. Ademas, una formulacion de polvo estéril (es preferente liofilizar la molécula de la presente invencion) se
puede colocar en una ampolla y se puede diluir en uso con una solucién farmacolégicamente aceptable.

Ejemplos

A continuacion sigue la descripcion detallada de la presente invencion mediante los Ejemplos, pero esto no significa
que la presente invencioén se limite solamente a estas descripciones de Ejemplos.

Ejemplo 1
Preparacién de un vector de expresion para FGF23 humano recombinante
(1) Construccion de un vector de expresion para proteina FGF23H humana

Se amplificd el ADNc que codifica FGF23 humana usando como molde la biblioteca de ADNc humano del tumor
responsable de la osteomalacia inducida por tumor, un cebador FIEcoRI (SEC ID N°: 1) y un cebador LHisNot (SEC
ID N°: 2) y LA-Taq ADN polimerasa y llevando a cabo 35 ciclos de una etapa de PCR que consistia en calentamiento
96 °C durante 1 min, a continuacion a 96 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante
30 segundos. El cebador FIEcoRI se hibridd con una secuencia presente en la cadena arriba adicional del lado 5' de
la secuencia de nucleétidos que codifican FGF23 humana y afiade un sitio de restriccion EcoRI en el lado 5' de la
secuencia de nucledtidos que codifica FGF23 humana en el fragmento amplificado. El cebador LHisNot comprende
una secuencia que se hibrida con la secuencia en el lado 5' del codén de parada de la secuencia de nucleétidos que
codifica FGF23 humana, una secuencia que codifica el codén terminal que sigue a la secuencia que codifica la
secuencia His6-tag (His-His-His-His-His-His) y un sitio de restriccion Notl. Como resultado, el fragmento amplificado
codifica proteina FGF 23 humana en que se afade la secuencia His6-tag al carboxi terminal y tiene un sitio de
restriccion Notl en la cadena abajo del mismo. Este fragmento amplificado se digirié con EcoRl y Not I, y se ligé a un
vector de expresion celular animal, pcDNA3.IZeo (Invitrogen) que se difirié de forma similar con EcoRI y Notl. El
vector de expresion construido de tal modo se clono y se determiné que la secuencia de nucleétidos confirmaba que
el vector de expresion codifica la diana, proteina FGF23 humana a la que se afiadid la secuencia His6-tag. Este
vector se denomina pcDNA/hFGF23H.

FIEcor): CCGGAATTCAGCCACTCAGAGCAGGGCACG (SEC ID N°: 1)

LHisNot:
ATAAGAATGCGGCCGCT CP.ATGGTGATGGTGATGATGGATGAACTTG‘GCG;&A
(SEC ID N°: 2)
(2) Construccion de un vector de expresion para proteina FGF23 humana
Se amplificé un fragmento usando pcDNA/hFGF23H como un molde, el cebador F1EcoRI| y un cebador LNot (SEC
ID N°: 3) y LA-Taq ADN polimerasa y llevando a cabo 25 ciclos de una etapa de PCR que consistia en calentamiento
a 94 °C durante 1 min, a continuacion a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante
1 min. Después de terminar la reaccion, el fragmento que codifica FGF23 humana se digirié con EcoRI y Notl, y a
continuacion se purifico. Esto se cloné por insercion en los sitios de restriccion EcoRIl y Notl del vector
pEAKS/IRES/EGFP, un vector de expresion celular animal, pEAKS (Edge Biosystem), al que se ligaron la secuencia
de entrada al ribosoma intramolecular (IRES) y proteina fluorescente verde potenciada (EGFP). Se determiné que la

secuencia de nucleétidos del plasmido obtenido de este modo confirmaba que codifica la proteina FGF23 humana.
Este vector se denominé pEAKS8/IRES/EGFP/hFGF23.

LNot: ATAAGAATGCGGCCGCTCAGATGAACTTGGCGAA (SEC ID N°: 3)
(Ejempilo 2)
Expresion de proteina FGF23 humana recombinante y FGF23H humana mutante recombinante

(1) Se linealizé pcDNA/hFGF23H por escision del sitio de restriccion Fspl en el gen resistente de ampicilina en el
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vector y se purificod, y a continuacion se mezclé con células CHO Ras clon-1 (Shirahata, S., et al., Biosci Biotech
Biochem, 59: 345-347, 1995) y se transfectaron a las células por electroporacion usando Gene Pulser Il (Bio Rad).
Después de cultivar estas células en medio MEM a (Gibco BRL) que contenia FCS al 10 % durante 24 h, se afiadio
Zecocin (Invitrogen) hasta una concentracion final de 0,5 mg/ml y a continuacion las células se cultivaron durante
una semana. Las células unidas y cultivadas se liberaron por tripsinizacion y se clonaron mediante el método de
dilucion limitada en presencia de Zecocin a la concentracion final de 0,3 mg/ml para obtener una multiplicidad de
células clonadas. La célula que expresa FGF23H humana de forma mas eficaz se identific6 con el método de
transferencia de Western. Los sobrenadantes del cultivo de cada célula clonada se recogieron y se sometieron al
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, y a continuacion se transfectaron proteinas a una membrana de PVDF
(Millipore). Una sefial derivada de la proteina FGF-23H se detecté a aproximadamente 32 kDa usando anticuerpo
anti-His-tag (carboxi terminal) (Invitrogen) y sistema foto-luminiscente ECL (GE Healthcare Bioscience). Como
resultado, se encontré la expresion mas elevada en un clon llamado N° 20, que se denominé CHO-OST311H y se
deposité en el Depositario del Organismo Internacional de Patentes (IPOD) Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada (AIST) Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén el 11 de agosto de
2000 (N° de Registro: FERM BP-7273). En la presente descripcion, CHO-OST311H se denomina CHO-hFGF23H.

(2) Obtencion de células que expresan FGF23 humana

La transfeccion del vector pEAKS8/IRES/EGFP/hFGF23 a células CHO Ras clon-1 se llevé a cabo mediante el
método de transfeccion genética usando un lipido de fusién de membrana. Las células CHO Ras clon-1 se cultivaron
en placas de 6 pocillos hasta que aproximadamente un 60 % del fondo del pocillo quedo cubierto con las células, y a
continuacion se retird el medio de cultivo y se afiadié 1 ml de medio MEMa sin suero. Cada uno de los 2,5 ug del
vector a introducir y 10 pl de Transfectam (Marca Comercial Registrada) (Promega) se mezclé con 50 yl de medio
MEMa sin suero, y a continuacion se mezclaron ambas soluciones y se dejaron en reposo durante 10 minutos. Las
mezclas se afiadieron a los pocillos de placas de 6 pocillos preparadas con anterioridad. Después de incubacion
durante 2 horas, el medio de cultivo que contenia ADN se retird, se sustituyd con un medio que contenia FCS al 10
%, y el cultivo se incubé durante una noche. Al dia siguiente, se afiadié Puromicina (Sigma) hasta una concentracion
final de 5 pg/ml para seleccionar las células resistentes al farmaco. Las células resistentes al farmaco obtenidas de
este modo se clonaron mediante el método de dilucién limitada. Ademas, la linea celular que expresa la proteina
diana de la forma mas eficaz se obtuvo mediante el método de transferencia de Western. Esta linea celular se
denominé CHO-hFGF23.

(3) Expresion y deteccion de proteina FGF23 humana recombinante en células animales

La transferencia de Western de la proteina recombinante en el sobrenadante del cultivo de CHO-hFGF23H usando
los anticuerpos frente a la secuencia anti-His6 tag carboxi terminal detectd bandas de aproximadamente 32 kDa y
aproximadamente 10 kDa. Estas 2 bandas se extrajeron del gel, y se determinaron las secuencias de aminoacidos
de los extremos amino. En la banda de peso molecular mas elevado (aproximadamente 32 kDa), se detecto la
secuencia del aminoacido 25 de la SEC ID N°: 4 y parecia que era proteina FGF23 humana a partir de la que se
retiré la secuencia de la sefial durante el proceso de excreciéon. Por otro lado, en la banda que tenia un peso
molecular menor, se confirmé la secuencia del aminoacido 180 de la SEC ID N°: 4 y resulté que este fragmento era
el fragmento carboxi terminal producido por la escisién entre los aminoacidos 179 y 180. Ademas, la presencia de un
polipéptido que tenia la secuencia del aminoacido 179 en el extremo amino (fragmento amino terminal) se reconocio
detectandola usando anticuerpo policlonal que reconoce el lado amino terminal de la proteina FGF23 humana
(Folleto de la Publicacion Internacional N° W0O02/14504).

Del mismo modo, en el sobrenadante del cultivo de CHO-hFGF23 que no tiene la secuencia His6-tag, se confirmo la
escision entre el resto de los aminoacidos 179 y 180 (Folleto de la Publicacién Internacional N° WO02/14504). Por lo
tanto, se llevaron a cabo las operaciones siguiente para separar y purificar la proteina FGF23 humana de longitud
completa, que no parecia que se cortara, que tenia la secuencia del aminoacido 25 al aminoacido 251 de la SEC ID
N°: 4 (en ocasiones denominada FGF23 de longitud completa) de los fragmentos amino terminal o carboxi terminal.

(4) Purificacion de la proteina FGF23 humana de longitud completa recombinante

El sobrenadante del cultivo de CHO-hFGF23 se filtr6 a través de SuperCap (Marca Comercial Registrada)
(Laboratorio Pall Gelman) que es un filtro de membrana que tiene 0,2 pm de tamafio de poro, y el filtrado se paso a
través de SP-Sepharose FF (GE Healthcare Bioscience). Las sustancias que tienen una afinidad débil a la columna
se lavaron y se eluyeron con tampon de fosfato sédico 50 mM, pH 6,7. Esta fraccion contenia el fragmento carboxi
terminal generado por la escision entre los aminoacidos 179 y 180. La proteina mantenida en la columna se eluyd
Con gradiente de concentracion de NaCl de 0 a 0,7 M, y la proteina FGF23 humana de longitud completa se observo
en la fraccion eluida con NaCl aproximadamente 0,3 M. A continuacion, la proteina FGF23 humana de longitud
completa se absorbié en Talon Superflow (Marca Comercial Registrada) (Clonetech), que es una columna de
afinidad metdlica, se lavé con tampén de fosfato sédico 50 mM, pH 6,7 y a continuaciéon se eluyé por adicion de
imidazol a diferentes concentraciones. La fraccidon que contenia la proteina diana se absorbié en una columna de SP
sepharose FF y se eluy6 para purificacion adicional.
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Secuencia de aminoacidos de FGF23 Humana (SEC ID N°: 4)

MLGARLRLWY  CALCSVCSMS  VLRAYPNASP  LLGSSWGGLI
HLYTATARNS YHLQIHKNGH VDGAPHQTIY

SALMIRSEDA GFVVITGVMS RRYLCMDFRG NIFGSHYFDP ENCRFQHOTL
ENGYDVYHSP QYHFLVSLGR -

AKRAFLPGMN PPPYSQFLSR RNEIPLIHFN TPIPRRHTRS AEDDSERDPL
NVLKPRARMT PAPASCSQEL |

PSAEDNSPMA SDPLGVVRGG RYNTHAGGTG PEGCRPFAKF 1

(Ejempilo 3)
Produccién de ratones que producen anticuerpo humano (ratones KM)

Los ratones que producen anticuerpo humano completo para la preparacién de anticuerpo monoclonal humano
tienen el fondo genético homocigoto tanto para cadena pesada de Ilg como para cadena ligera kappa enddgenas
destruido y también tienen el fragmento del cromosoma 14 (SC20) que contiene los sitios del gen de la cadena
pesada de Ig humana y el transgén de cadena kappa de Ig humana (KCo5) al mismo tiempo. Estos ratones se
produjeron por reproduccion cruzada de raton de la cepa A que tiene los sitios del gen de cadena pesada de Ig
humana y el ratén de la cepa B que tiene el transgén de la cadena kappa de Ig humana. La cepa A es homocigota
tanto para la cadena pesada de Ig como para la cadena ligera kappa enddgenas destruidas, y es una linea de ratén
que tiene el fragmento del cromosoma 14 (SC20) que se puede transmitir a sus descendencias. Esta linea de raton
se describe, por ejemplo, en el informe de Tomizuka et al., (Tomizuka, et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA., 97: 722-
727, 2000). Ademas, la cepa B homocigota tanto para la cadena pesada de Ig como para la cadena ligera kappa
enddgenas destruidas y es una linea de raton transgénica que tiene el transgén de la cadena kappa de Ig humana
(KCob5). Esta linea de raton se describe, por ejemplo, en el informe de Fishwild et al., (Nat. Biotechnol., 14; 845-851,
1996).

En los siguientes experimentos, se usan ratones individuales, que se obtienen cruzando un ratén macho de la cepa
A y un ratén hembra de la cepa B, o un raton macho de la cepa B y un ratén hembra de la cepa A, y en los que la
cadena pesada de human Ig humana y la cadena ligera kappa se detectan al mismo tiempo en el suero [Ishida y
Lonberg, IBC's 11th Antibody Engineering, Abstract 2000]. Ademas, los ratones que producen anticuerpo humano se
pueden obtener en Kirin Beer Company por contratacion.

(Ejempilo 4)
Preparacién de anticuerpo monoclonal humano frente a FGF23 humano
(1) Obtencion de un hibridoma que produce anticuerpo monoclonal humano frente a FGF23 humano

Los anticuerpos monoclonales usados en los presentes Ejemplos se preparan de acuerdo con el método general
que se describe, como tal, en "Introduction to monoclonal antibody experimental manipulation" de Tamio Ando et al.,
Publicado por Kodansha, 1991. La proteina FGF23 humana de longitud preparada en el Ejemplo 2 se usé como un
inmunoégeno, y se inmunizaron los ratones que producen anticuerpos humanos producidos en el Ejemplo 3 que
producen inmunoglobulina humana.

En primer lugar, para preparar anticuerpo monoclonal humano frente a FGF23, la proteina FGF23 humana de
longitud completa purificada preparada en el Ejemplo 2 se mezclé con adyuvante RIBI (Corixa) y se inocul6 por via
intraperitoneal a ratones que producen anticuerpo humano a una dosis de 20 pg/ratébn como la primera
inmunizaciéon. De forma similar a la primera inmunizacién, la mezcla de FGF23 purificado y adyuvante RIBI se
inéculo durante un total de 3 veces en intervalos de 2 semanas. Se usaron cinco ratones para la inmunizacién, se
tomaron muestras de sangre después de la tercera inmunizacion, y la presencia de anticuerpo IgG humano frente a
FGF23 se confirmé en los sueros mediante el método de ensayo de inmunoabsorcién con marcado enzimatico
(ELISA) tal como se describe a continuacion. Se selecciond el raton que mostraba el valor en suero mas elevado
mediante el ELISA usando FGF23 fijado en la fase sélida con anticuerpo monoclonal de ratén para proteina anti-
FGF23, 3CIE, que se desveld en el Folleto de la Publicacion Internacional N° WO03/057733 (anticuerpo anti FGF23
producido por el hibridoma depositado como FERM BP-7839) y se inmunizé con administracion de 20 ug de proteina
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FGF23 humana de longitud completa/ratén a través de la vena de la cola 3 dias antes de extirpar el bazo tal como se
describe a continuacion.

El bazo del ratéon inmunizado se extirpé de forma quirdrgica, se sumergié en 10 ml del DMEM que contenia 350
mg/ml de bicarbonato sodico, 50 unidades/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina y sin suero (Invitrogen,
denominado en lo sucesivo en el presente documento DMEM sin suero) y se aplasté en una malla (Tamiz celular:
Falcon)) usando una espatula. La suspension celular que paso a través de la malla se centrifugo para precipitar las
células, y a continuacion las células se lavaron dos veces con DMEM sin suero y se suspendieron en DMEM sin
suero para medir el nimero de células. Mientras tanto, se cultivaron células de mieloma, SP2/0 (N° CRL-1581 de la
ATCC) en DMEM (Invitrogen) que contenia FCS al 10 % (Sigma) (denominado en lo sucesivo en el presente
documento DMEM sin suero) a 37 °C con gas dioxido de carbono al 5 % de modo que la densidad celular no supera
1 x 10° células/ml. Estas células de mieloma se lavaron del mismo modo con DMEM sin suero, se suspendieron en
el mismo medio y se hizo el recuento. Se mezclé suspension de células de bazo recuperadas y suspension de
células de mieloma de ratén a una relacion de indice celular de 5:1, se centrifugdé y el sobrenadante se retird
completamente. A este sedimento celular, se afiadié lentamente 1 ml de polietilenglicol 1500 al 50 % (p/v)
(Boehringer-Mannheim) como un agente de fusién a la vez que se agitaba el sedimento con una punta de una
pipeta, y a continuacién se afiadio lentamente 1 ml de DMEM sin suero que se calentd previamente a 37 °C en 2
porciones y se afiadieron adicionalmente 7 ml de DMEM sin suero. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se
retird Y las células fusionadas obtenidas de este modo se sometieron la identificacion sistematica con el método de
dilucion limitada tal como se describe a continuacion. La seleccion del hibridoma se llevé a cabo cultivando en
DMEM que contenia FCS al 10 % e IL-6 (10 ng/ml) (o factor de clonacién de hibridoma al 10 % (denominado en lo
sucesivo en el presente documento HCF): Biobase), e hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) (denominada
en lo sucesivo en el presente documento HAT: Sigma). Ademas, se obtuvieron clones individuales con el método de
dilucion limitada usando DMEM que contenia HT (Sigma), FCS al 10 % y HCF al 10 %. El cultivo se realizé en
placas de microtitulacion de 96 pocillos (Becton, Dickinson). La seleccion de los clones de hibridoma que producen
anticuerpo monoclonal humano anti-FGF23 (identificacion sistematica) y la caracterizacion del anticuerpo
monoclonal humano producido por los respectivos hibridomas se realizaron con el ensayo de inmunoabsorciéon con
marcado enzimatico (ELISA) tal como se describe a continuacion. Como resultados, se obtuvieron muchos
hibridomas que contenian cadena y de inmunoglobulina humana (hlgy) y cadena « ligera de inmunoglobulina
humana, y producian anticuerpo monoclonal humano con la reactividad especifica para FGF23 humano. Entre una
serie de hibridomas obtenidos, en particular se obtuvieron 2 clones (C10 y C15) como hibridomas que producen un
anticuerpo que reconoce la proteina FGF23. Ademas, en todos los Ejemplos que se describen a continuacion
Incluyendo este Ejemplo, los clones de hibridoma que producen el anticuerpo monoclonal humano anti-FGF23 de la
presente invencion se disefiaron usando simbolos. Ademas adicionalmente, "anticuerpo” colocado antes o después
de estos simbolos indica el anticuerpo producido por el hibridoma o anticuerpo recombinante producido por células
huésped que llevan el gen del anticuerpo (longitud completa o region variable) aislado del hibridoma. Ademas, en la
medida en que el contexto lo indique claramente, en nombre del clon del hibridoma puede indicar el nombre del
anticuerpo. El clon del hibridoma C10 se ha depositado en el Depositario del Organismo Internacional de Patentes
(IPOD) Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (AIST) Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi,
Tsukuba, Ibaraki, Japén el numerosos de febrero de 2007 (N° de Depésito: FERM ABP-10772) (Etiqueta para ID:
C10).

(2) Purificacion de anticuerpo C10 y C15 a partir del sobrenadante del cultivo del hibridoma

El hibridoma C10 y C15 obtenido en el Ejemplo 4 se acondicion6 al medio eRDF (Kyokuto Seiyaku) que contenia
insulina bovina (5 pg/ml, Invitrogen), transferrina humana (5 pg/ml, Invitrogen), etanoamina (0,01 mM, Sigma),
selenito sodico (2,5 x 10-5 mM, Sigma), Suero Bovino Fetal de IgG Baja al 1 % (Hyclone). El hibridoma se cultivo en
un matraz y se recupero el sobrenadante del cultivo. El sobrenadante del cultivo se purificd por afinidad usando gel
de Flujo Rapido de Proteina G (GE Healthcare, Bioscience), PBS(-) como un tampon de absorcion y tampoén de
glicina 0,1 M (pH 2,8) como un tampon de elucion. La fraccion eluida se ajustd a un pH de aproximadamente 7,2
mediante la adicion de Tris 1 M (pH 9,0). La solucién de anticuerpo preparada de este modo se sustituyé por PBS
usando una columna de desalacion Sephadex G25 (columna NAP; GE Healthcare Bioscience) y se esterilizd por
filtracion con un filtro de membrana MILLEX-GV con un tamafio de poro de 0,22 ym (Millipore) para obtener el
anticuerpo C10 y C15 purificado. La concentracion del anticuerpo purificado se calculé midiendo la absorcién a 280
nm y suponiendo 1 mg/ml como DO de 1,4.

(Ejempilo 5)

Obtencion del gen de anticuerpo que codifica el anticuerpo C10 y determinacion de la secuencia del mismo

(1) Sintesis del ADNc del anticuerpo C10

Para obtener el fragmento de ADN que contiene las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera de
anticuerpo humano que se expresan en el hibridoma C10, la clonacién con el método RACE en la posiciéon 5'

(amplificacion rapida en la posicién 5' de los extremos del ADNc) se llevo a cabo usando cebadores especificos para
las regiones constantes de la cadena pesada y ligera del anticuerpo humano. De forma mas particular, la clonacion
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se llevé a cabo usando el Kit de Amplificacion de ADNc BD SMART RACE (Becton Dickinson Bioscience Clonetech)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El reactivo para la extraccion del ARN, ISOGEN (Nippon Gene), se afiadié al hibridoma C10 y se purificaron 15 ug
de ARN total como el material para la sintesis del ADNc de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La primera
hebra del ADNc se prepard usando aproximadamente 1 ug década ARN total purificado como un molde. Todos los
reactivos y enzimas excepto el ARN usado se proporcionaron con el Kit de Amplificacion de ADNc BD SMART
RACE.

En la primera hebra de la sintesis del ADNCc,

1 pg/3 uyl de ARN Total
1 ul de 5'CDS
1 yl de SMART Oligo

la mezcla de reaccion con la composicién anterior se incubd a 70 °C durante 2 min, y a continuacion

5 x 2 yl de Tampoén

1ulde DTT

1 ul de mezcla de dNTP

1 ul de Transcriptasa Inversa PowerScript

se afadieron y se incubaron a 42 °C durante 1,5 h.

Se afadieron 50 pl adicionales de tampon de Tricina-EDTA y a continuacion se incubd a 72 °C durante 7 min para
obtener la primera hebra de ADNc.

(2) Amplificacion del gen de cadena pesada y el gen de cadena ligera por PCR y confirmacion de las secuencias de
nucleotidos.

(2)-1; Amplificacion del gen de cadena pesada y el gen de cadena ligera por PCR.

Para amplificar el ADNc del gen que codifica el anticuerpo C10, se preparoé la siguiente mezcla de reaccion y se
sometié a PCR, usando un conjunto de cebador de PCR del cebador en la posicién 3' que tiene la secuencia
especifica para anticuerpo humano (la secuencia en particular se describe posteriormente) y el cebador en la
posicion 5' (mezcla Universal de cebador A) ese hibrido especificamente con la secuencia afiadida al extremo 5' Del
ADNCc sintetizado con el Kit de Amplificacion de ADNc BD SMART RACE, y KOD-Plus-ADN polimerasa (Toyobo)
como enzima para PCR.

H2O estéril 28 ul
Primera hebra de ADNc 2,5 ul
Tampon KOD-Plus- (10X) 5ul
Mezcla de dNTP (2 mM) 5ul
MgSOs4 (25 mM) 2.l
KOD-Plus- (1 unidad/ul) 1ul
Mezcla Universal de cebador A (UPM) (10X) 5ul
Cebadores especificos para genes (GSP) (10 uyM) 1,5 ul
Volumen total 50 ul

Para la amplificacion del gen de cadena pesada, se uso el conjunto de cebador UPM en el Kit de Amplificacion de
ADNc SMART RACE y cebador IgG1p (SEC ID N°: 5), aunque para la amplificacion del gen de cadena ligera, se usé
el conjunto de cebador UPM y cebador hk-2 (SEC ID N°: 6).

IgGlp: TCTTGTCCACCTTGGTGTTGCTGGGCTTGTG (SEC ID Ne: 5)
bk-2: GTIGAAGCTCTTIGTGACGGGCGAGC (SEC ID N°: 6)

Ademas, las condiciones de reaccion usadas son las que siguen a continuacion.

Se repitieron 5 ciclos de 94 °C/30 segundos y 72 °C/3 min,

se repitieron 5 ciclos de 94 °C/30 segundos, 70 °C/30 segundos y 72 °C/3 min, y

se repitieron 25 ciclos de 94 °C/30 segundos, 68 °C/30 segundos y 72 °C/3 min.
Adicionalmente, estos 2 pl de mezcla de reaccion se diluyeron mediante la adicion de 98 pl de Tampdn de Tricina-
EDTA, y la segunda PCR (anidada) se llevé a cabo usando 5 pl de la mezcla diluida como un molde. La composicion
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de la solucién de reaccion para PCR es como sigue a continuacion:

H2O estéril 30 pl

La primera solucion de reaccion de PCR (factor de dilucién 50) 5ul
Tampon KOD-Plus- (10X) 5ul
Mezcla de dNTP (2 mM) 5ul
MgSOs4 (25 mM) 2.l
KOD-Plus- (1 unidad/ul) 1ul
Cebador A Universal Anidado (NUP; 10 uM) 1ul
Cebadores especificos para genes (GSP) (10 uyM) 1ul
Volumen Total 50 ul

Como un primer conjunto de cebador para la amplificacion del gen de cadena pesada en la reaccion anterior, se
usaron el cebador NUP (en el Kit de Amplificacion de ADNc SMART RACE; Becton Dickinson Bioscience Clonetecb)
y €l cebador hh2 (SEC ID N°: 7), y para la amplificacion del gen de cadena ligera, se usaron el cebador UPM vy el
cebador hk-5 (SEC ID N°: 8). La condicion de la temperatura de reaccion fue la que sigue a continuacion: a 94 °C
como la temperatura inicial durante 1 min, a continuacién se repitieron 20 ciclos de 94 °C/5 segundos, 68 °C/10
segundos y 72 °C/3 minutos. Por ultimo se llevé a cabo el calentamiento a 72 °C/7 minutos.

hh2: GCTGGAGGGCACGGTCACCACGC (SEC ID N°: 7)
hk-5: AGGCACACAACAGAGGCAGTTCCAGATTTC (SEC ID N°: 8)

(2)-2; Determinacion de la secuencia de nucleotidos del gen antigénico

El fragmento amplificado de PCR de cadena pesada (en lo sucesivo en el presente documento, denominado HV[C]:
que consistia en la secuencia directora de la region sin traducir en la posicion 5', region variable (HV) y una parte de
la regién constante ([C]) de la cadena H), y el fragmento amplificado de PCR de cadena ligera (en lo sucesivo en el
presente documento, denominado LV[C]: que consistia en la secuencia directora de la region sin traducir en la
posicion 5', region variable (LV) y una parte de la region constante ([C]) de la cadena L) se recuperaron por
precipitacion en etanol, y a continuaciéon se sometieron electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos
recuperados se purificaron mediante un kit de purificacion de ADN usando un, Kit para Extraccién en Gel QlAquick
(Qiagen), membrana. El fragmento amplificado HV[C] o el fragmento amplificado LV[C] purificados se subclonaron
en vector PCR 4 Blunt-TOPO del Kit de Clonacién por PCR Zero Blunt TOPO (Invitrogen) y la secuencia de
nucledétidos del ADN inserto se analizé para el ADN plasmido del clon obtenido. Los cebadores usados para la
secuencia de nucleotidos del ADN fueron M13-20FW (SEC ID N°: 9) y M13RV (SEC ID N°: 10).

M13-20Fw: GTAAAACGAC GGCCAGTG (SEC ID N°: 9)
M13Rv: CAGGAAACAGCTATGAC (SEC ID N°: 10)

A continuacion se muestra la secuencia de nucleétidos del ADN que codifica la regién variable de cadena pesada Y
la region variable de cadena ligera, y la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y la
region variable de cadena ligera del anticuerpo C10.

<secuencia de nucledtidos de cadena pesada C10> (desde el codon de inicio ATG hasta la secuencia de ADN que
codifica los restos de aminoacidos carboxi terminales de la region variable) (SEC ID N°: 11)
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10 20 30 40 50 80
ATGGACTGGA CCTGGAGGGT CTTCTGCTIG CTIGGCTGTAG CTCCAGGTGC TCACTCCCAG
70 86 30 100 110 120
GTGCAGCTGG TGCAGTCTGG GGCTGAGGTG AAGAAGCCTG GGGCCTICAGT GAAGGTTTCC
130 140 . 150 160 170 180
TGCAAGGCAT CTGGATACAC CTTCACCAAC CACTATATGC ACTGGGIGEG ACAGLCCCCT
190 200 210 1220 230 240
GGACAAGGGE TTGAGTGGAT GGGAATAATC AACCCTATTA GTGGTAGCAC AAGTAACGCA
250 260 270 280 280 300
CAGAAGTTICC AGGGCAGAGT CACCATGACC AGGGACACGT CCACGAGCAC AGTCTACATG
310 320 330 240 3540 360
GAGCTGAGCA GCCTGAGATC TGAGGACACG GCCGTGTAFT ATTGTGCGAG AGATATTGTG
370 380 390 400 408
GATGCTTTTG ATTTCTGGGG CCAAGGGACA ATGGTCACCG TCTCTTCA

<secuencia de aminoacidos de cadena pesada C10> (a la secuencia directora y la region variable) (SEC ID N°: 12)
(Los restos de aminoacidos subrayados representan la secuencia directora como una sefial de secrecion)

10 20 30 49 50 60
MOWIWRVECL LAVAPGAHSQ VQLVQSGAEY KRKPGASVKVS CKASGYTFTN HYMHWVROAP
70 80 90 100 110 12¢
GQGLEWMGT1 NPISGSTSNA QKFQGRVIMT RDTSTSTYYM ELSSLRSEDT AVYYCARDIV
130 136
DAFDFWGQGT MVTVSS

<secuencia de nucledtidos de cadena ligera C10> (desde el codon de inicio ATG hasta la secuencia de ADN que
codifica los restos de aminoacidos carboxi terminales de la region variable) (SEC ID N°: 13)

10 .20 3¢ 40 50 60
ATGGACATEA GGGTCCCCGC TCAGCTCCTG GGGCTTCTEC TGCTCTEGCT COCAGGTSCC
70 80 20 160 . 110 120
AGATGTGCCA TCCAGITGAC CCAGTCTCCA TCCTCCCTGT CTGCATCTGT AGGAGACAGA
130 140 150 160 170 180
GTCACCATCA CTTGCCGGGC AAGTCAGGGC ATTAGCAGTG CTTTAGTCTG GTATCAGCAG
180 200 210 220 230 240
AAACCAGGGA AAGCTCCTAA GCTCCTGATC TATGATGCCT CCAGTTTGGA AAGTGGGGTC
250 260 270 280 290 300
CCATCAAGGT TCAGCGGCAG TGGATCTGGG ACAGATTICA CTCTCACCAT CAGCAGCCIG
310 320 330 340 350 360
CAGCCTGAAG ATTTTGCAAC TTATTACTGT CAACAGTITA ATGATTACTT CACTTTCGGC
370 380 384
CCTGGGACCA AAGTGGATAT CAAA

<secuencia de aminoacidos de cadena ligera C10> (a la secuencia directora y la region variable) (SEC ID N°: 14)
(Los restos de aminoacidos subrayados representan la secuencia directora como una sefal de secrecion)
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10 20 30 40 50 60
MDMRVPAQLL GLLELWLPGA RCAIQLTQSF SSLSASVGDR VTITCRASGG ISSALVWYQQ
70 B0 90 100 110 120
KPGKAPKLLL YDASSLESGY PSRFSGSGSG TDFTLTISSL QPEDFATYYC QQFNDYFTFG
128
PGTKVDIK

Ademas, en la secuencia genética del anticuerpo C10 subclonada en vector PCR 4 Blunt-TOPO, se clon6 una parte
de la region constante de la secuencia de anticuerpo humano y también se analizo la secuencia de nucledtidos del
ADN de esta region. El resultado indico que se confirmaba la presencia de la secuencia que codifica el resto de los
aminoacidos 118 a 191 en la region constante de cadena pesada que se muestra en el indice de EU en Kabat et al.,
y estaba en total acuerdo con la secuencia de aminoacidos de la IgG1 humana, y por lo tanto se determiné que la
subclase del anticuerpo C10 era IgG1. Ademas, se obtuvo el gen del anticuerpo que codifica el anticuerpo C15y la
secuencia del mismo se determiné usando el mismo método.

(Ejempilo 6)
Construccioén del vector de expresion del anticuerpo C10 recombinante
Produccion del vector de expresion C10 (El esquema del proceso se muestra en la FIG. 1)

El ADN de LV (secuencia directora de cadena ligera + regién variable) del anticuerpo C10 se amplific6 por PCR
mediante KOD-Plus-ADN polimerasa usando el ADN del plasmido obtenido que contiene la cadena LV[C] del
anticuerpo C10 como un molde y los cebadores C10_L5 Bg1 (SEC ID N°: 15) y C10_L3_Bsi (SEC ID N°: 16) que se
disefiaron para afadir sitios de enzimas de restriccion (Bglll 5' terminal, BsiWI 3' terminal) para union a los extremos.
La condicién de la temperatura de reaccion fue: después de calentar durante 1 min a la temperatura de partida de 94
°C, un ciclo de 94 °C/5 segundos y 68 °C/45 segundos se repitié 35 veces y un calentamiento final de 72 °C/7 min.
El fragmento de ADN amplificado se digirid con las enzimas de restriccion Bglll y BsiWl y se purificdé mediante la
recuperacion de ADN de 400 bp a partir de electroforesis en gel de agarosa. Aunque el ADN del vector, vector
N5KG1-Val Lark (IDEC Pharmaceuticals, un vector modificado de N5SKG1 (Patente de Estados Unidos N° 6001358))
se digirié del mismo modo con las enzimas de restriccion Bglll y BsiWI secuencialmente, se sometié a tratamiento de
desfosforilacién con Fosfatasa Alcalina (C75 de E. coli) (Takara Shuzo Co., Ltd.) y a continuacién se recuperé en
forma de un ADN un poco mas pequefio de aproximadamente 9 kb después de la purificacion mediante
electroforesis en gel de agarosa y kit de purificacion de ADN. Estos 2 fragmentos se ligaron con T4 ADN ligasa y se
transfectaron a DH10B de E. coli para obtener transformantes. El ADN plasmido de los transformantes, que contenia
el ADN inserto, se sometid6 a analisis de secuencia de nucledtidos de ADN, y se obtuvo ADN plasmido,
N5KG1_C10_Lv, en el que la LV del anticuerpo C10 se inserté en fase de lectura cadena arriba en la posicion 5' de
la region constante de cadena ligera del anticuerpo humano en N5KG1-Val Lark. A continuacion, la HV (la secuencia
directora + region variable de cadena pesada) del anticuerpo C10 se insertd en el vector plasmido en que se inserté
la LV (N5KG1_C10-_Lv). La HV se amplificé por PCR usando el ADN plasmido que contenia la HV[C] del anticuerpo
C10 subclonado en vector pCR4BIlunt-TOPO como un molde y los cebadores, C10_H5_Sal (SEC ID N° 17) y
C10_H3_Nhe (SEC ID N°: 18) disefiados para afiadir sitios de enzima de restriccion (Sall en la posicién 5' terminal,
Nhel en la posicion 3' terminal) para unién a los extremos. La condicion de la temperatura de reaccion fue: después
de calentar durante 1 min a la temperatura de partida de 94 °C, un ciclo de 94 °C/5 segundos y 68 °C/45 segundos
se repitié 35 veces y un calentamiento final de 72 °C/7 min. El fragmento de ADN amplificado de la HV purificado se
subclond en vector pCR4BIunt-TOPO, y el ADN inserto de los clones obtenidos de este modo del ADN plasmido se
analizaron por secuenciacion. Los cebadores usados para la secuenciacion del ADN fueron M13-20FW y M13RV
descritos anteriormente. La parte insertada de los subclones se analizé mediante secuenciacion de ADN, y se
seleccion6 el ADN plasmido (TOPO_C10_Hv), que no presentaba diferencia con la HV molde y las partes del
cebador también eran las mismas secuencias tal como se disefiaron. Este ADN se digirié con enzimas de restriccion,
Sall y Nhel, se sometio a electroforesis en gel de agarosa, y el fragmento de ADN que era de aproximadamente 420
bp se recuperé y se purificd, y se ligé usando T4 ADN ligasa a ADN de N5KG1_C10_Lv (aproximadamente 9 kb)
que se sometié del mismo modo a tratamiento con enzima de restriccion (Sall y Nhel) y desfosforilacion. El producto
de ligacion se introdujo en DH10B de E. coliy el ADN del plasmido diana se seleccioné a partir de los transformantes
obtenidos de este modo. El ADN plasmido que expresa anticuerpo, NSKG1_C10_IH (clon N° 1) obtenido de este
modo se produjo en masa y se purificd, y se confirmé que no se introdujeron cambios durante el proceso de
clonacion en la secuencia de nucleétidos del ADN en toda la region de la cadena L y la cadena H y alrededor del
sitio insertado (FIG. 2 y 3). La confirmacion de la secuencia del ADN se llevé a cabo usando cebadores de las SEC
ID N°: 19-25. El mapa simplificado del vector de expresion del anticuerpo C10 se muestra en la FIG. 4. Ademas, se
construy6 un vector de expresion del anticuerpo C15 recombinante usando el mismo método.
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C10_L5_Bgl: GAGAGAGAGATCTCTC ACCATGGACATGAGGGTCCCCGOT
(SEC ID N°: 15)

C10_L3_Bsi:
AGAGAGAGAGCGTACGTITGATATCCACTTTGGTCCCAGGGT (SEC ID N°: 16)

C10_H5_Sal:

AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGGTCTTC (SEC ID N°:
17)

C10_H3 Nhe:
AGAGAGAGAGGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTIGTCCC (SEC ID N°: 18)

hh-4: GGTGCCAGGGGGAAGACCGATGG (SEC ID N°: 19)
hh-1: CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACL (sec b N 20)

CMVH903F: GACACCCTCATGATCTCCCGGACC (SEC ID N°: 21)

CMVHR1303: TGTTCTCCGGCTGCCCATTGCTCT (sec i Ne: 22)

SEQU4618: TCTATATAAGCAGAGCTGGGTACGTCC (SEC ID N°: 23)
hk-1: TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTC (SEC ID N°: 24)

SEQU1783: GGTACGTGAACCGTCAGATCGCCTGGA (SEC ID N°; 25)
(Ejemplo 7)
Preparacién de anticuerpo C10 recombinante

Las células que expresan el anticuerpo C10 se produjeron por introduccion del vector de expresion del anticuerpo
C10 construido a células huésped. Se usé una cepa de células CHO DG44 mutantes con supresion con dihidrofolato
reductasa (DHFR) (en lo sucesivo en el presente documento, denominadas células CHO, IDEC Pharmaceuticals),
acondicionadas en un medio libre de suero, medio EX-CELL325PF (JRH, que contiene glutamina 2 mM, 100
unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, suplemento de hipoxantina y timidina (HT) (1:100)
(Invitrogen)) como células huésped para expresion. La introduccion del vector en las células huésped se llevé a cabo
mediante electroporacion. El gen se introdujo en 4 x 10° células CHO mediante electroporacion por linealizacion de
aproximadamente 2 ug del vector de expresiéon de C10 con una enzima de restriccion Ascl y usando un
Electroporador BioRad a 350 V, 500 pF, y a continuacion las células se sembraron en placas de cultivo de 96
células. Después de la introduccion del vector a las células, se afiadid G418 y el cultivo continué. Después de
confirmar las colonias, se seleccionaron cepas que expresan anticuerpo. Las lineas de células CHO seleccionadas
se cultivaron en medio EX-CELL-325 PF (que contenia gtutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, suplemento de hipoxantina y timidina (HT) (1:100) (Invitrogen)) con CO; al 5 %. El sobrenadante del
cultivo se absorbi6 a una columna de Proteina A Mabselect (GE Healthcare Bioscience), se lavé con PBS y se eluyd
con tampon de citrato sédico 20 mM y NaCl 50 mM (pH 3,4). El eluato se neutralizé a pH 7,0 con fosfato sédico 50
mM a pH 7,0. La conductividad se ajustd a 4,0 ms/cm o inferior por dilucidon con un factor de aproximadamente 1,5
con agua desionizada. A continuacion, la muestra se aplicé a una con una unidad de Q-Sepharose (Hitrap Q HP, GE
Healthcare Bioscience) y SP-Sepharose (Hitrap SP FF, GE Healthcare Bioscience) para absorcion, se lavd con
tampon de fosfato sédico 20 mM (pH 5,0) y a continuaciéon se diluyé con PBS(-). La solucion de anticuerpo
preparada de este modo se filtro esterilizada a través de un filtro de membrana con un tamario de poro de 0,22 um,
MILLEX-GV (Millipore). La concentracion del anticuerpo C10 purificado se calculé midiendo la absorcion a 280 nm y
suponiendo 1 mg/ml como DO de 1,4. Ademas, se prepard un anticuerpo C15 recombinante usando el mismo
método.
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(Ejempilo 8)
Construccion de vector de expresion de proteina FGF23 de mono cinomolgo

Se mezcl6 sangre de mono cinomolgo tratada con EDTA, con Dextrano T-2000 al 5 % (GE Healthcare Bioscience)
suspendido en PBS (-) a la relacion de 2:1 para precipitar glébulos rojos. A continuacién, se formaron capas del
sobrenadante en la parte superior de una solucién de separacion de linfocitos (Ficoll-Plaque) (GE Healthcare
Bioscience) y se centrifugd para obtener la fraccion de linfocitos. Los linfocitos obtenidos de este modo se
suspendieron en ISOGEN-LS (Nippon Gene), y se obtuvo el ARN linfocitico total de mono cinomolgo de acuerdo con
el protocolo adjunto. A partir de este ARN linfocitico total de mono cinomolgo, se preparé la biblioteca de ADNc
linfocitico de mono cinomolgo usando Kit para Sintesis de la Primera Hebra del ADNc (Invitrogen) de acuerdo con el
protocolo adjunto. EI ADNc que codifica FGF23 de mono cinomolgo se amplificd usando la biblioteca del ADNc
linfocitico de mono cinomolgo como un molde, cebador FGF23FW de mono (SEC ID N°: 26) y cebador FGF23RYV de
mono (SEC ID N° 27), y KOD plus ADN polimerasa (Toyobo), e incubando a 94°C durante 5 min, a continuacion
llevando a cabo 45 ciclos de una etapa de PCR de calentamiento a 94°C durante 20 segundos, a 55 °C durante 30
segundos y a 72 °C durante 50 segundos. El cebador FGF23FW de mono se hibridar alguna secuencia presente en
la region cadena arriba en la posicion 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica FGF23 humano y afiade el sitio
de restriccion EcoRI al lado en la posicion 5' de la region de codificacion de FGF23 en el fragmento amplificado. El
cebador FGF23RV de mono contiene una secuencia que se divida con la secuencia que contiene el codén de
parada de la regién de codificacion de FGF23 humano, y el sitio de restriccion Not I. Este fragmento amplificado se
digiri6 con EcoRIl y Notl, y se cloné por inserciéon en los sitios de restriccion de EcoRIl y Notl de vector
pEAKS/IRES/EGFP, que es un vector de expresion pEAK8 (Edge Biosystem) al que se unen el sitio de entrada al
ribosoma interno (IRES) y proteina fluorescente verde potenciada (EGFP). Se determiné que la secuencia de
nucledtidos del plasmido obtenido de este modo confirmaba que codifica una proteina FGF23 de mono cinomolgo.
Este vector se denomin6 pEAKS8/IRES/EGFP/FGF23 de mono. La secuencia de nucledtidos y la secuencia de
aminoacidos de FGF23 de mono cinomolgo obtenidas en el presente Ejemplo se muestran en las SEC ID N°: 28 y
29, respectivamente.

FGF23FW de mono: CGGAATTCCACCATGTTGGGGGCCCGLCTCAGGOT
(SEC ID N°: 26)

FGF23RV de mono: ATTTGCGGCCGCTAGATGAACTTGGCGAAGGGGC
(SEC ID Ne: 27)

Secuencia de nucledtidos de FGF23 de mono cinomolgo (SEC ID N°: 28)
ATGTTGGGGGCCCGCCTCAGGCTCTGGGTCTGTGCCTTGTGCAGCGTCT
GCAGCATGAGCGTCATCAGAGCCTATCCCAATGCCTCCCCATTGCTCGGCTCC
AGCTGGGGTGGCCTGATCCACCTGTACACAGCCACAGCCAGGAACAGCTACC
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ACCTGCAGATCCACAAGAATGGCCACGTGGATGGCGCACCCCATCAGACCATC
TACAGTGCCCTGATGATCAGATCAGAGGATGCTOGCTTTGTGOTGATTACAGG
TGTGATGAGCAGAAGATACCTCTGCATGGATTTCGGAGGCAACATTTTIGGAT
CACACTATTTCAACCCGGAGAACTGCAGGTTCCGACACTGGACGCTGGAGAAC
GGCTACGACGTCTACCACTCTCCTCAGCATCACTTTCTGGTCAGTCTGGGCCGE
GCGAAGAGGGCCTICCTGCCAGGCATGAACCCACCCCCCTACTCCCAGTTCCT
GTCCCGGAGGAACGAGATCCCCCTCATCCACTTCAACACCCCCAGACCACGGC
GGCACACCCGGAGCGCCOAGGACGACTCGGAGCGGGACCCCCTGAACGTGCT
GAAGCCCCGGGCECGGATGACCCCGGCCCCGGCCTCCTGCTCACAGGAGCTCC
CGAGCGCCGAGGACAACAGCCCGGTGGCCAGCGACCCGTTAGGGGTGGTCAG
GGGCGGTCGGGTCAACACGCACGCTGGGGGAACGGGCCCGGAAGCCTGCCGE
CCCTTCGCCAAGTTCATCTAG

Secuencia de aminoacidos de FGF23 de mono cinomolgo (SEC ID N°: 29)

MLGARLRLWV CALCSVCSMS VIRAYPNASP LLGSSWGGLI HLYTATARNS
YHLQUHENGH VDGAPHQTIY SALMIRSEDA GFVVITGVMS RRYLCMDFGG
NIFGSHYFNP ENCRFRHWTL ENGYDVYHSP QHHFLVSLGR AKRAFLPGMNMN
PPPYSQFLSR RNEIPLIEFN TPRPRRHTRS AEDDSERDPL NVLEKPRARMT
PAPASCSQEL PSAEDNSPVA SDPLGVVRGG RVNTHAGGTG PEACRPFAKF I

(2) Preparacion de sobrenadante de células que expresan FGF23 de mono cinomolgo

pEAKS/IRES/EGFP/FGF23 de mono se transfectd de forma transitoria a células rapidas PEAK (Edge Biosystem) con
el método de fosfato calcico, y se obtuvo su sobrenadante del cultivo.

(Ejemplo 9)
Investigacion para la union de anticuerpo C10 a FGF23 de mono cinomolgo

Se investigd el hecho de que el anticuerpo C10 se une no solamente al FGF23 humano sino también a la FGF23 de
mono cinomolgo con el siguiente método usando ELISA sandwich. El anticuerpo C10 preparado en el Ejemplo 4,
anticuerpo 2C3B y anticuerpo de control de IgG1 humana se diluyeron en solucion de NaHCO3; 50 mM a una
concentracion de 5 pg/ml y se afadié6 a cada pocillo de placas de microtitulacion de 96 pocillos para ELISA
(Maxisorp (Marca Comercial Registrada), Nunc), se incubd a 4 °C durante 12 horas. De este modo, el anticuerpo
C10, anticuerpo 2C3B y anticuerpo de control de IgGl humana como un control se absorbieron en microplacas. A
continuacion, estas soluciones se retiraron, y se afadié un reactivo de bloqueo (SuperBlock (Marca Comercial
Registrada) Tampoén de bloqueo, PIERCE) a cada pocillo, se incubd a temperatura ambiente durante 30 min y a
continuacién cada pocillo se lavd dos veces con solucion salina tamponada con Tris (T-TBS) que contenia Tween 20
al 0,1 %. A cada pocillo de la placa de microtitulacion en la que se revistieron los anticuerpos anti-FGF23, la proteina
FGF23 humana de longitud completa purificada en el Ejemplo 2 o el sobrenadante celular de expresion que expresa
FGF23 de mono cinomolgo preparado en el Ejemplo 8 se afiadid después de diluir hasta concentraciones
apropiadas, se hizo reaccionar con anticuerpo en fase sélida durante 2 horas, y a continuacién cada pocillo se lavd
dos veces con solucion salina tamponada con Tris (T-TBS) que contenia Tween 20 al 0,1 %. A continuacion, se
afiadieron 3 pg/ml de anticuerpo 3C1E marcado con biotina y se incubd a temperatura ambiente durante 1,5 horas
para unir el anticuerpo 3C1E marcado con biotina a FGF23 humana o de mono cinomolgo unida al anticuerpo en
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fase sélida. Después de lavar con T-TBS, se hizo reaccionar estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano
picante (DAKO) con un indice de dilucién de 5000 durante 1 hora y se lavé 3 veces con T-TBS. A continuacion, se
afiadié un tampodn de sustrato que contenia tetrametilbencidina (DAKO) a cada pocillo y se incubd a temperatura
ambiente durante 30 min. la reaccion se detuvo por adicion de acido sulfurico 0,5 M a cada pocillo. La absorcién a la
longitud de onda de 450 nm con referencia a la longitud de onda de 570 nm se midi6 usando un vector de
microplacas (MTP-300, Colona Electric Co.). La reactividad de la proteina FGF23 de longitud completa humana y el
sobrenadante del cultivo de células que expresan FGF23 de mono cinomolgo se compardé con la dilucién con factor
de 3. El resultado se muestra en la FIG. 5A y B. Tal como se muestra claramente en la FIG. 5A, la reactividad del
anticuerpo C10 o del anticuerpo 2C3B en fase solida hacia la proteina FGF23 de longitud completa humana es
aproximadamente la misma. Para el sobrenadante del cultivo diluido en serie de células que expresan FGF23 de
mono cinomolgo en las condiciones, no se observa mucha diferencia entre la reactividad del anticuerpo C10 y el
anticuerpo 2C3B (FIG. 5B). Es decir, se demostré que el anticuerpo C10, al igual que el anticuerpo 2C3B, era capaz
de unirse a FGF23 humano y de mono cinomolgo.

(Ejemplo 10)

Comparacion del efecto del anticuerpo C10 y del anticuerpo 2C3B en concentracién normal de fésforo en sangre de
mono cinomolgo y concentracion de 1a, 25 dihidroxi vitamina D en sangre.

FGF23 tiene actividades de excretar fosforo desde el rifidn, reducir la concentracion de fésforo en suero asi como
inhibir enzimas de activacion de vitamina D y reducir la concentracion de 1a, 25 dihidroxi vitamina D en sangre (en lo
sucesivo en el presente documento denominada 1,25D) (Folleto de la Publicacién Internacional N° WO02/14504). Se
ha demostrado que la administracion de anticuerpo, tal como anticuerpo 2C3B y similares, que tiene un efecto
supresor, es decir, actividad de neutralizacién, sobre FGF23, en ratones normales causa la inhibicién de la accion de
FGF23 enddgena y un aumento de la concentracion de fosforo en suero y la concentracion de 1,25D en suero
(Folleto de la Publicacion Internacional N° WO03/057733). Por lo tanto, se ha sugerido fuertemente que el anticuerpo
que tiene actividad de neutralizacion sobre FGF23 tiene efecto terapéutico en enfermedades humanas incluyendo
osteomalacia inducida por tumor, XLH y similares que son causadas por un FGF23 en exceso. Por lo tanto, el
anticuerpo C10 obtenido la presente invencion se investigé para la actividad de neutralizacion de FGF23 in vivo. En
particular, dado que se espera su efecto farmacoldgico en seres humanos, el efecto de neutralizacién se midio en
monos, que evolutivamente estan relacionados de forma mas préxima a los seres humanos en comparacién con
especies tales como roedores, mediante el uso de supresion de la funcién del FGF23 enddgeno, aumento de
concentracion de fosforo en suero y aumento de la concentracion de 1,25D en suero como indices. Los
experimentos se llevaron a cabo usando un anticuerpo de ratén, en anticuerpo 2C3B, como un control comparativo
para el anticuerpo C10.

El efecto del anticuerpo C10 y del anticuerpo 2C3B sobre el aumento de la concentracion de fésforo en suero se
compar6 en monos cinomolgos sin tratar normales con el siguiente método. Se uso el anticuerpo C10 producido en
el Ejemplo 4. Los animales experimentales usados fueron monos cinomolgos hembra de 2-3 afios de edad y peso
corporal de 2-4 kg. Se usaron 3 animales en cada grupo de la administracion de solvente y administracion de
anticuerpo 2C3B, y se usaron 4 animales en el grupo de administracion de C10. Los anticuerpos C10 y 2C3B se
prepararon en PBS (-) a una concentracion de 3 mg/ml y se usaron como una soluciéon de administracion. El
solvente, PBS (-), se us6 como un control negativo. Los anticuerpos C10 y 2C3B se administraron una vez desde la
vena cefalica braquial con un caudal de 1 ml/min y una cantidad de 3 mg/kg y 1 ml/kg. La concentracion de fosforo
en suero se midié usando reactivo de fésforo inorganico de Wako de tipo L (Wako Pure Chemical Industries) y un
Analizador Clinico de Hitachi, Modelo 7180 (Hitachi, Ltd.). La concentracion de 1,25D en suero se midié usando el
Kit 1, 25 (OH)2D RIA [TFB] (Immunodiagnostic System). Las medidas se llevaron a cabo los dias 0,5, 1, 2, 3, 5, 7,
10, 14, 21, 28, 35, 42, y 49 después de la administracion de anticuerpo. Los datos se mostraron como promedio +/-
error estandar. La FIG. 6 muestra la transicion de la concentracion de fosforo en suero en muestras de sangre
extraidas periddicamente hasta 10 dias después de la administracion de cada anticuerpo. En el grupo administrado
con PBS (-), la concentracién de fésforo en suero era casi constante durante el periodo de ensayo, aunque en el los
grupos administrados con anticuerpo C10 y 2C3B se observé un claro aumento de la concentracion de fésforo en
suero cuando se compara antes en la administracion y con el grupo administrado con PBS (-). El dia en el que se
observo la concentracion de fésforo en suero mas elevada tanto en el grupo administrado con el anticuerpo C10
como en el grupo administrado con el anticuerpo 2C3B fue 5 dias después de la administracion de los anticuerpos.
En este punto temporal, la concentracion de fosforo en suero en el grupo de PBS(-), grupo de anticuerpo 2C3B y
grupo de anticuerpo C10 era de 5,28 mg/dl, 8,10 mg/dl y 9,59 mg/dI, respectivamente. Comparando la concentracion
de fésforo en suero del grupo del anticuerpo 2C3B y el grupo del anticuerpo C10 a los 5 dias después de la
administracion de anticuerpo con la concentracion de fésforo en suero del PBS (-), el aumento en el grupo del
anticuerpo 2C3B era de 2,82 mg/dl, mientras que en el grupo del anticuerpo C10 era de 4,31 mg, lo que sugiere que
el anticuerpo C10 inducia un aumento de aproximadamente 1,5 deceso superior en la concentracion de fésforo en
suero en comparacion con el anticuerpo 2C3B (FIG. 7). Por lo tanto el defecto de aumento en la concentracion de
fésforo en suero en el grupo administrado con el anticuerpo C10 es notablemente superior en comparacion con la
del grupo administrado con el anticuerpo 2C3B. Ademas, 10 dias después, la administracion de la concentracion de
fésforo en suero en el grupo administrado con el anticuerpo 2C3B estaba en el mismo nivel que en el grupo de PBS
(-), mientras que la concentracion de fésforo en suero en el grupo administrado con C10 (8,76 mg/dl) aun se
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mantenia un nivel mayor que el nivel mas elevado (8,10 mg/dl) en el grupo administrado con el anticuerpo 2C3B
(FIG. 6). Ademas, el aumento de la concentracion de fosforo en suero con el anticuerpo C10 se sostiene durante
mucho mas tiempo que la del anticuerpo 2C3B. La duracién, en la que se observo la diferencia significativa de la
concentracion de fosfato en suero desde el grupo de PBS (-), fue de 7 dias para el grupo de 2C3B, aunque fue de
forma sorprendente 35 dias, aproximadamente 5 veces mayor, en el grupo del anticuerpo C10. del mismo modo,
para la concentracion de 1,25D, después de la administracion del anticuerpo C10 se demostré un aumento notable y
un aumento de la duracién sostenida en comparacion con el anticuerpo 2C3B (FIG. 8). Estos resultados demuestran
que, en monos cinomolgos, el anticuerpo C10 tiene un aumento de la actividad mas potente para la concentracion
de fésforo en suero y la concentracion de 1,25D en suero, es decir, que tiene una actividad de neutralizacion de
FGF23 mas potente. El tratamiento actual para raquitismo hipofosfataémico en XLH en este momento requiere una
gran dosis de multiples administraciones de formulaciones de fésforo y vitamina D al dia para mantener apenas el
intervalo normal de la concentraciéon de fosforo. Existen informes del escaso cumplimiento de los pacientes debido a
la pluralidad de administraciones a tomar. El hecho de que en la administracién Unica de anticuerpo C10 en el
presente estudio, se observé un aumento de la actividad sostenida en la concentracion de fésforo en suero y en la
concentracion de 1,25 D en suero sugiere que el anticuerpo C10 tiene posiblemente una marcada ventaja como un
farmaco terapéutico para la hipofosfatemia sobre la terapia convencional.

(Ejemplo 11)
Confirmacion de la reactividad del anticuerpo C15 para FGF23 humano y de mono cinomolgo

pEAKS/IRES/EGFP/hFGF23 preparado en el Ejemplo 1 o pEAKS8/IRES/EGFP/FGF23 de mono preparado en el
Ejemplo 8 ser transfectd de forma transitoria en las células rapidas PEAK (Edge Biosystem) con el método de fosfato
calcico. Cada sobrenadante del cultivo se recogié 3 dias después de la introduccién. Se realizé transferencia de
Western del sobrenadante del cultivo recogido usando el anticuerpo C15 preparado en el Ejemplo 13 como un
anticuerpo primario (FIG. 9). Como resultado, se mostré que C15 se unia a FGF23 de mono cinomolgo, del mismo
modo que a FGF23 humano.

(Ejemplo 12)

Comparacion del efecto del anticuerpo C10 y del anticuerpo C15 en la concentracion de fésforo en sangre y la
concentracion de 1a, 25 dihidroxi vitamina D en sangre en monos cinomolgos normales

El Ejemplo 11 demostré que el anticuerpo C15 tiene actividad de unién con las proteinas recombinantes FGF23
humana y de mono cinomolgo al igual que el anticuerpo C10. Posteriormente, la actividad de neutralizacién de
FGF23 del anticuerpo C10 y del anticuerpo C15 in vivo se compar6 mediante la administracion de los anticuerpos a
monos cinomolgos normales. La actividad de neutralizacién en FGF23 enddégeno de mono cinomolgo se evalud
usando el aumento de la concentracion de fésforo en suero como un indice. Se usaron el anticuerpo C10 y el
anticuerpo C15 producidos en el Ejemplo 7. Como animales experimentales se usaron monos cinomolgos normales
de 2-3 afios de edad y peso corporal de 2-3 kg. En cada grupo se usaron 2 animales macho y 1 animal hembra,
haciendo un total de 3. El medio de dilucién usado fue PBS (-). El anticuerpo C10 se prepard a una concentracion de
1 mg/ml y 3 mg/ml, y el anticuerpo C15 se prepar6 a una concentracion de 3 mg/ml. Los anticuerpos se
administraron una vez desde la vena safena en un volumen de 1 ml/kg a un caudal de aproximadamente 1 ml/min
para conseguir una dosis de 1 mg/kg y de 3 mg/kg para el anticuerpo C10 y una dosis de 3 mg/kg para el anticuerpo
C15. La concentracion de fosforo en suero se midié usando reactivo de fésforo inorganico de Wako de tipo L (Wako
Pure Chemical Industries) y un Analizador Clinico de Hitachi, Modelo 7180 (Hitachi, Ltd.). Se tomaron muestras de
sangre antes de la administracion del anticuerpo, y los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 y 28 después de la administracion
del anticuerpo. Se realizaron medidas de concentracién de fésforo en suero para todos los puntos de toma de
muestras de sangre. En el grupo de 1 mg/kg del anticuerpo C10, el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C10 y el grupo
de 3 mg/kg del anticuerpo C15, las concentraciones de fésforo en suero antes de la dosificacion eran 5,37, 5,70 y
5,58 mg/dl, respectivamente, y no habia diferencia entre grupos. En todos los monos cinomolgos, se observo
aumento de la concentracién de fésforo en suero después de la administracién. Por lo tanto, se mostré que no
solamente en anticuerpo C10 sino también el anticuerpo C15 tenian actividad de neutralizacién en la FGF23
enddgena de mono cinomolgo. En el grupo de 1 mg/kg del anticuerpo C10, el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C10 y
el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C15, la concentracion de fésforo en suero 3 dias después de la administracion
era 9,03, 9,10 y 8,64 mg/dl, respectivamente. En este punto temporal, la concentracion de fésforo en suero en el
grupo de 1 mg/kg del anticuerpo C10 y el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C15 alcanz6 el nivel mas elevado. Por
otro lado, la concentracion de fosforo en suero en el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C10 aumentd adicionalmente y
alcanzo el nivel mas elevado 5 dias después de la administracion, y el nivel era de 9,75 mg/dl. En el grupo de 1
mg/kg del anticuerpo C10, el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C10 y el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C15, las
diferencias maximas de concentracion de fésforo en suero entre antes y después de la administracion eran de 3,67,
4,65 y 3,06 mg/dl, respectivamente. A partir de este resultado, se mostré que el efecto del anticuerpo C10 sobre el
aumento de la concentracién de fésforo en suero era superior en comparacion con la del anticuerpo C15 a la misma
dosis de 3 mg/kg. Ademas, de forma sorprendente, el anticuerpo C10 a una dosis de 1 mg/kg aumentd la
concentracion de fosforo en suero mas que la del anticuerpo C15 a una dosis de 3 mg/kg. A continuacion, se
comparé la duracién del aumento de fésforo en suero con respecto a nivel anterior a la dosificacion. Como resultado,
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la duracion del aumento de fosforo en el grupo de 1 mg/kg del anticuerpo C10, el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo
C10y el grupo de 3 mg/kg del anticuerpo C15 era de 14, 28 y 7 dias, respectivamente. A partir de este resultado, se
mostré que el anticuerpo C10 tenia una actividad de aumento sostenido de la concentracién de fosforo en suero en
comparacion con la del anticuerpo C15 a la misma dosis de 3 mg/kg. Ademas, de forma sorprendente, la
concentracion de fosforo en suero aumentd mas en el maximo y en el nivel elevado sostenido mucho mayor para el
anticuerpo C10 una dosis de 1 mg/kg que para el anticuerpo C15 aun a dosis de 3 mg/kg. los resultados anteriores
demuestran que en monos cinomolgos el anticuerpo C10 tiene una actividad de aumento mas potente para la
concentracion de fosforo en suero y mantenimiento de la actividad para la concentracion de fésforo en suero en
comparacién con las del anticuerpo C15 obtenidas de forma simultanea con el anticuerpo C10. es decir, el
anticuerpo C10 tiene una actividad de neutralizacién significativamente potente en FGF23 de mono cinomolgo en
comparacioén con el anticuerpo C15.

(Ejemplo 13)

Preparacion de fragmento de ADN de FGF23 humano (libre de secuencia de sefial)

Se preparé una solucidon de reaccion con KOD-plus-ADN polimerasa (Toyobo), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Como molde se afadieron cincuenta pmol de cebador FGF23(-SP) FW (SEC ID N°: 34) y cebador
FGF23(-SP) RV (SEC ID N°: 35), y ADNc de FGF23 humano (756 bp desde el coddn de inicio hasta el codon de
parada, SEC ID N°: 36) hasta 50 pl de la solucién de reaccion. Después de incubar la mezcla a 94 °C durante 3 min,
se sometié al 30 ciclos de una etapa de PCR de calentamiento a 98 °C durante 15 segundos, a 63 °C durante 15
segundos y a 68 °C durante 2 min 30 segundos. A continuacion, la mezcla se incubd a 72 °C durante 3 min. El
fragmento amplificado de 684 bp obtenido se separ6 y se recogié en un gel al 0,8%. El fragmento amplificado se
recuper6 del gel recogido con el Kit de Extraccion en Gel QlAquick (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El fragmento amplificado por PCR recogido se digiri6 con Fsel (New England Biolabs Japdn), y el
fragmento tratado con enzimas se recuperd con el Kit de Purificaciéon por PCR QlAquick (Qiagen), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Como resultado, se obtuvo un fragmento de ADN parcial que corresponde a la region de
la forma madura sin la secuencia de sefal del FGF23 humano.

FGF23(-5F) FW: TATCCCAATGCCTCCCCACTGCTCGGCTCCAGCTG (SECID
N°: 34)

FGF23(-SP) RV:

TTGGCCGGCCCTAGATGAACTTGGCGAAGGGGCGGCAGCCTTOCG (SEC ID Ne: 35,

incluyendo el sitio Fsel)

La secuencia de nucleétidos del FGF23 humano (los nucledtidos en la regiéon de la secuencia de sefal estan
subrayados, y los nucleétidos en la region de la forma madura excluyendo la regién de la secuencia de sefial desde
la longitud completa estan rodeados con una linea rectangular). (SEC ID N°: 36)

ATGTTGG6GGCCCCCCT CAGGCTCTCGGTCTGTGCCTTGIGCAGCGTCTGCAGCATAGCGTCCTCAGAGES
[TATCCCAATGCCTCCCCACTGCTCGGCTCCAGCTGEGGTGGCC TGATCCACCTGTACACAGCCACAGLCAG]
 [AACAGCTACCACCTGCAGATCCACAAGAATGGCCATGTGGATGGCGCACCCCATCAGACCATCTACAGTG
CCTGATGATCAGATCAGAGGATGCTGGCTTTGTGGIGAT TACAGGTGTGATGAGCAGAAGATACCTCTGY
(TGGATTTCAGAGGCAACATTTTTGGATCACACTATTT CGACCCGGAGAACTGCAGG TTCCAACACCAGAC)
GCTGGAAAACGGGTACGACGTCTACCACTCTCCTCAGTATCACTTCCTGGTCAGTCTGGGCCGGGCGAAGH
'GAGCCTICCTGCCAGGCATGAACCCACCCCCGTACTCCCAGT TCCTGTCCCOGAGGAACGAGATCCCCCTA)
ET%CﬂCTTcaACAcccccnTAcc&cssCGGcac&cccqcaccscCGAGGACGACTCGGAGCGGGACCCCéﬂ
GAACGTGCTGAAGCCCCGGRCCCEGATGACCCCGGCCCCGGCCTCCTGTTCACAGGAGCTCCCGAGCGCCG)
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[AGGACAACAGCCCGATGGCCAGTGACCCATTAGGGGTGETCAGGGGCGGTCRAGTGAACACGCACGCTCET
G ALCGGGCCCGGAAGGCTGOCGOCCCT TCGOCAAGTICATCTAG

La secuencia de aminoacidos del FGF23 humano en base a la SEC ID N° 36 como el patron (los restos de
aminoacidos en la region de la secuencia de sefial estan subrayados, y los restos de aminoacidos en la region de la
forma madura excluyendo la region de la secuencia de sefal desde la longitud completa estan rodeados con una
linea rectangular). (SEC ID N°: 37)

MLGARLRLWVCALCSVCSSVLRAPNASPLLGSSWGGLTHLY TATARNSYHLQIHKNGHVDGAPHATIYS)
ALWTRSEDAGEVYITGVMSRRYLCMDFRGNIFGSHYFOPENCRFQHATLENGYDVYRSPQYAFLVSLORAK
RAFLPGMNPPPYSQF LORRNEIPLIHFNTP [PRRHTRSAEDDSERDPLNVLKPRARMTPAPASCSQELPSA
EDNSPMASDPLGYVRGGRVNTHAGGTGPEGCRPFAKF1] ‘

(Ejemplo 14)
Construccion del vector pPSs FGF23

Se digiri6 pPSs5.5 descrito en el Ejemplo 1-8 del documento de patente WO2006/78072 con Sfol y Fsel, y sus
extremos se sometieron a tratamiento de desfosforilacion con Fosfatasa Alcalina derivada de E. coli. Se insert6 al
vector un fragmento de ADN que incluye FGF23 humano ha preparado en el Ejemplo 13. A continuacion, el vector
se introdujo en DH5q, y se preparo el ADN a partir de los transformantes obtenidos. Se confirmé la secuencia de
nucleétidos de la region ligada para obtener el vector pPSs FGF23 (FIG. 10).

(Ejemplo 15)
Construccién del vector pUS FGF23 KI

Se digirié pCk loxPVAP descrito en el Ejemplo 43-1 del documento de patente WO2006/78072 con Sall y Fsel, y los
extremos se sometieron a tratamiento de desfosforilacion con Fosfatasa Alcalina derivada de C75 de E. coli E.
Después de insertar un fragmento de aproximadamente 1,5 kb, en el que se separé el fragmento y se recogio en un
gel de agarosa al 0,8 % después de digerir el vector pPSs FGF23 preparado en el Ejemplo 14 anterior con Sall y
Fsel, el vector se introdujo a continuaciéon en Células Ultracompetentes XL10-Gold de E. coli (STRATAGENE). Se
prepard ADN a partir de los transformantes obtenidos. Se confirmé la secuencia de nucledtidos de la regién ligada
para obtener el vector pUS FGF23 KI (FIG. 11).

La secuencia de polinucleétidos a partir del codén de inicio al codén de parada de la unidad de expresiéon de FGF23
humano del vector pUS FGF23 KI (secuencia de sefial Igk de raton que contiene 985 bp que incluye una region de
intron sustituida a la secuencia de sefial de FGF23 (la parte subrayada en la SEC ID N°: 38) y la forma madura de la
secuencia de FGF23 en su cadena abajo, SEC ID N° 38) y la secuencia de aminoacidos codificada por el ADNc
(247 aminoacidos, la parte subrayada representa secuencia de sefial de Igk de raton, SEC ID N°: 39) se muestran
en lo sucesivo . La informacion de la secuencia de la secuencia de sefial de Igk de ratén que incluye una region de
intron se bas6 en MUSIGKVR1 obtenido en GenBank (N° de Referencia K02159), y la secuencia del genoma
cadena arriba del mismo se obtuvo a partir de la base de datos de genoma de ratén de UCSC.
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SEC ID N°: 38
ATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGGTACIGCTGCTCTGOGTTCCAGGTGAGACTGCAGAGAAGTGTTGG
ATGCAACCTCTGTGGCCATTATGATACTCCATGCCTCTCTGITCTTGATCACTATAATTAGGGCATTITGTCA

CIGGTITTAAGTTTCCCCAGTCCCCTGAATTTTCCATTTTCTCAGAGTCATGTCCAAAATTATTCTTAAAAA
TTTAAATAAAAAGGTCCTCTGCTCTGAAGGCTTTTATACATATATAACAATAATCTTIGTGTTTATCATTCE
&GGTTCCACTGGCTATCCCAATGSCTCCCCACTGCTCGGCTCCAGCTGGGGTGGCCTGATCCACCTGTACAC
AGCCACAGCCAGGAACAGCT&CCACCTGCAGATCCACA&G&ATGGCCATGTGGATGGCGCACCCCATCRGAC
CATCTACAGTGCCCTGATGATCAGATCAGAGGATGCTGGCTTTGTGGTGATTACAGGTGTGATGAGCAGAAG

ATACCTCTGCATGGATTICAGAGGCAACATTTTTGGATCACACTATTTCGACCCGGAGAACTGCAGGTTCCA
AC&CCﬁGACGCTGGAR&ACGGGTACGACGTCTACCACICTCCTC&GTATCACTTCCTGGTCAGTCTGGGCCG
GGCGAAGAGAGCCTTCCTGCCASGCATCAACCCACCCCCGTACTCCCAGTTCCTGTCCCGGAGGAACGAGAT

CCCCCT&ATTCACTTCAAC&CCCCCATﬁCCACGGCGGCACACCCGGAGCGCCGAGGACGACTCGGAGCGGGA
CCCCCTEAACGTGCTGAAGCCCCOOGCCCGGATGACCCCOGCCCCGGCCTCCTGTTCACAGGAGCTCLCGAG
CGCCGAGGACAACAGCCCGATGGCCAGTGACCCATTAGGGGTGG TCAGGGGEGGTCGAGTGAACACGCACGE
TGGGGGAACGGGCCCGGAAGGCTGCCCGCCCCTTCGCCAAGTTCATCTAG

SEC ID N°: 39

METDTLLLWVLLLWVPGSTGYPNhSPLLGSSﬁGGLIHLYTATARNSYHLQIHKNGHVﬁGAPHQTIYSALMIR
SﬁDAGFVﬁITGVMSRRYLCMDFRGNIfGSHYFDPENCRFQHQTLENGYDVYHSPQYHFLVSLGR&KRAFLPG
MNPPPYSQFLSRRNEIPLIHFNTPIPRRHTRSARDDSERDPUNVLKPRARMTPAPASCSQELPSAEDNSPHMA
SDPLGVVRGGRVNTHAGGTGPEGCRPFAKRI

(Ejemplo 16)
Preparacion de vector pUS FGF23 Kl para electroporacion

Se digirieron 60 ug de vector pUS FGF23 Kl a 37 °C durante 5 horas usando tampdn con espermidina afiadida (1
mM pH 7,0, Sigma Aldrich Japén) (Roche Diagnostics, tampén H para enzima de restriccion) y Notl (Takara Bio,
Inc.). Después de extraccion con fenol/cloroformo, se afiadieron 2,5 volimenes de etanol al 100 % y 0,1 volumenes
de acetato sodico 3 M, y la mezcla se mantuvo al -20 °C durante 16 horas. El vector linealizado con Notl se recogio
por centrifugacion y se esterilizé mediante la adicion de etanol al 70 % al mismo. El etanol al 70 % se retird y se llevo
a cabo secado al aire durante 1 hora en un banco limpio. Se afiadié una solucién de HBS para formar una solucién
de 0,5 ug/ul de ADN, y la solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora para preparar vector pUS
FGF23 KI para electroporacion.

(Ejemplo 17)

Obtencioén de una linea de células ES de ratén PL FGF23 usando vector pUS FGF23 Kl y una linea de células ES de
raton que dirige elemento RS

Para obtener una linea de células ES de ratén PL FGF23, en la que se insert6 ADNc de FGF23 humano por
recombinacién homoéloga en la cadena abajo de un gen de cadena ligera k de inmunoglobulina, de acuerdo con el
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método que se muestra en el Ejemplo 16, el vector pUS FGF23 KI linealizado con la enzima de restriccion Notl se
introdujo a las células ES de raton que dirigen elemento RS de acuerdo con el método establecido (Shinichi Aizawa,
"Biotechnology Manual Series 8, Gene Targeting", Yodosha, 1995). Las células ES de ratdn que dirigen elemento
RS se obtuvieron con el método que se describe en el Ejemplo 10 del documento de patente W0O2006/78072.

El método para cultivar las células ES de ratdon que dirigen elemento RS estaba de acuerdo con el método descrito
(Shinichi Aizawa, el documento mencionado anteriormente), y se usaron células primarias resistentes a G418 en
cultivo (adquiridas en Invitrogen) tratadas con mitomicina C (Sigma Aldrich Japén) como células alimentadoras. En
primer lugar, las células ES de raton que dirigen elemento RS se desarrollaron y se trataron con tripsina, y se
suspendieron en HBS hasta una densidad de 3 x 10" células/ml. Se mezclaron 0,5 ml de la suspensioén celular con
10 ug de ADN del vector. A continuacion, se llevé a cabo electroporacion (Capacitancia: 960 uF, voltaje: 250 V,
temperatura ambiente) usando Cubeta Gene Pulser (distancia del electrodo: 0,4 cm, Bio Rad Laboratories). Las
células electroporadas se suspendieron en 10 ml de medios de cultivo de ES (Shinichi Aizawa, el documento
mencionado anteriormente), y a continuacion las células se sembraron en una placa de Petri de plastico para cultivo
tisular de 100 mm (Falcon, Becton Dickinson), en la que se sembraron previamente las células alimentadoras.
Después de 36 horas, el medio de cultivo se sustituyé con medios de cultivo de ES que contenia 0,8 ug/ml de
puromicina (Sigma Aldrich Japén). Se recogieron las colonias que aparecieron 7 dias después, y cada una se
desarrollé hasta confluencia en una placa de 24 pocillos. Dos tercios de las mismas se suspendieron en 0,2 ml de un
medio de reserva (FBS + DMSO al 10 %, Sigma Aldrich Japon) y la suspension resultante se mantuvo a -80 °C. El
tercio restante se sembré en una placa revestida con gelatlna de 12 pocillos. Las células se cultivaron durante 2
dias, y se prepar6 ADN genomico a partir de 10° a 10" células usando Kits de Aislamiento de ADN Puregene
(Qiagen). EI ADN genomico resultante de células ES de raton que dirigen elemento RS existentes a puromicina se
digirieron con la enzima de restriccion EcoRI (Takara Bio, Inc.) y se separaron por electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente, se llevé a cabo transferencia de Southern para detectar recombinantes homdélogos usando como
sonda la sonda Ck 3' que era el fragmento de ADN del extremo 3' del ADN gendémico Jk-Ck de cadena ligera de Ig
(Xhol a EcoRl, aproximadamente 1,4 kb, documento de patente WO00/10383, FIG. 5) usada en la invencién que se
describe en el documento de patente WO00/10383 (véase el Ejemplo 48). Se detecté una banda (15,1 kb) debido a
la digestion con EcoRI en las células ES de raton que dirigen elemento RS de tipo silvestre. Se espera que aparezca
una nueva banda (12,8 kb) por debajo de la banda ademas de la banda (FIG. 12) en un recombinante homodlogo, y
se detectd la nueva banda en la cepa resistente a puromicina. Es decir, se demostré que estos clones tenia
insertado ADNc de FGF23 humano en la cadena abajo del gen de la cadena k de inmunoglobulina en uno de los
alelos.

(Ejemplo 18)

Obtencién de una linea de células ES de ratén US FGF23 por supresion de los genes de resistencia a farmacos a
partir de una linea de células ES de raton PL FGF23

Para obtener una linea de células ES de raton introducidas por gen US FGF23, en la que se suprimieron 2 tipos de
genes de resistencia a farmacos (Puro', Neo' ), a partir de una linea de células ES de ratén PL FGF23, se introdujo el
vector pCAGGS-Cre (Sunaga et al., Mol Reprod Dev., 46: 109-113, 1997) en células ES de raton PL FGF23 de
acuerdo con el método establecido (Shinichi Aizawa, "Biotechnology Manual Series 8, Gene Targeting", Yodosha,
1995).

El método para cultivar las células ES de ratdon PL FGF23 estaba de acuerdo con el método descrito (Shinichi
Aizawa, el documento mencionado anteriormente), y se usaron células primarias resistentes a G418 en cultivo
(adquiridas en Invitrogen) tratadas con mitomicina C (Sigma Aldrich Japén) como células alimentadoras. En primer
lugar, las células ES de raton PL FGF23 se desarrollaron y se trataron con tripsina, y se suspendieron en HBS hasta
una densidad de 3 x 10 células/ml. Se mezclaron 0,5 ml de la suspension celular con 10 ug de ADN del vector. A
continuacion, se llevo a cabo electroporacion (Capacitancia: 960 pF, voltaje: 250 V, temperatura ambiente) usando
Cubeta Gene Pulser (distancia del electrodo: 0,4 cm, Bio Rad Laboratories). Las células electroporadas se
suspendieron en 10 ml de medios de cultivo de ES (Shinichi Aizawa, el documento mencionado anteriormente), y a
continuacion las células se sembraron en una placa de Petri de plastico para cultivo tisular de 60 mm (Falcon,
Becton Dickinson), en la que se sembraron previamente las células alimentadoras. Después de 30 horas, se
sembraron 1000 células de las células ES en una placa de Petri de plastico para cultivo tisular de 100 mm (Falcon,
Becton Dickinson), en la que se sembraron previamente las células alimentadoras. Se recogieron las colonias que
aparecieron 6 dias después, y cada una se desarrollé hasta confluencia en una placa de 24 pocillos. Dos tercios de
las mismas se suspendieron en 0,2 ml de un medio de reserva (FBS + DMSO al 10 %, Sigma Aldrich Japon) y la
suspension resultante se mantuvo a -80 °C. El tercio restante se sembré en una placa revestlda con gelatina de 12
pocillos. Las células se cultivaron durante 2 dias, y se prepar6 ADN gendmico a partir de 10° a 10’ células usando
Kits de Aislamiento de ADN Puregene (Qiagen). EI ADN gendmico resultante de células ES de raton se digirié con la
enzima de restriccion EcoRI (Takara Bio, Inc.) y se separd por electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, se
llevé a cabo transferencia de Southern para detectar una linea de células ES, en la que solamente se suprimié el
gen Puro’ entre secuencias loxPV, usando como sonda la sonda Ck 3' que era el fragmento de ADN del extremo 3'
del ADN gendmico Jk-Ck de cadena ligera de Ig (Xhol a EcoRI, aproximadamente 1,4 kb, documento de patente
WOO00/10383, FIG. 5) usada en la invencion que se describe en el documento de patente WO00/10383 (véase el
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Ejemplo 48). Se detectaron dos bandas (15,1 kb y 12,8 kb) debido a la digestion con EcoRI en la linea de células ES
que retienen el gen Puro', y se detectaron dos bandas (15,1 kb y 10,9 kb) debido a la digestion con EcoRl en la linea
de células ES, en la que solamente se suprimié el gen Puro’ (FIG. 12). Ademas, mediante el uso de la membrana de
transferencia de Southern obtenida en el procedimiento similar al anterior, y como sonda la sonda 3'KO preparada
con el método que se muestran en el Ejemplo 9 del documento de patente WO2006/78072, se detecto la linea de
células ES, en la que solamente se suprimio el gen Neo' entre secuencias loxP. Se detectaron dos bandas (7,4 K. y
5,7 K) debido a la digestion con EcoRlI en las células ES que retienen el gen Neo', y se detectaron dos bandas (5,7
K.y 4,6 K) debido a la digestion con EcoRl en la linea de células ES, en la que solamente se suprimio el gen Neo'
(FIG. 12). A partir de estos resultados, se obtuvo la linea de células ES de ratén US FGF23, en la que se
suprimieron simultaneamente 2 tipos de los genes de resistencia a farmacos (Puro’, Neo'), a partir de la linea de
células ES de raton PL FGF23.

(Ejemplo 19)

Preparacion de un ratéon quimérico US FGF23 Kl usando una linea de células ES de ratén US FGF23 y un embrion
huésped derivado de una cepa de ratén deficiente en linfocitos B

En un raton knockout homocigoto para el gen de cadena py de inmunoglobulina, los linfocitos B funcionales son
deficientes y no se producen anticuerpos (Kitamura et al., Nature, 350: 423-426, 1991). Los embriones obtenidos por
reproduccion cruzada del macho homocigoto individual anterior y hembra criados en un entorno limpio se usaron
como los huéspedes para preparar ratones quimicos en el presente Ejemplo. En tal caso, la mayoria de los linfocitos
B funcionales en un ratén quimérico se derivaron de las células ES inyectadas. En el presente Ejemplo, se usé un
ratén knockout con genes de cadena p de inmunoglobulina individuales descritos en un informe de Tomizuka ef al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97: 722-7, 2000), que se retrocruzé con la cepa MCH (ICR) (CLEA Japan, Inc.) 3 veces
0 mas, para la preparacion de embrién huésped.

La linea de células ES de ratén US FGF23 obtenida en el Ejemplo 18 anterior, en la que se confirmo la insercion de
ADNc de FGF23 humano cadena abajo de un gen de cadena k de inmunoglobulina, se comenzé a partir de una
reserva congelada, y las células se inyectaron a un embrion en estadio de 8 células obtenido por reproduccion
cruzada de ratones macho y hembra individuales de los homocigotos knockout de gen de cadena p de
inmunoglobulina anteriores, con 8-10 células por embrién. Después de una noche de cultivo en medio de cultivo de
ES (Shinichi Aizawa, "Biotechnology Manual Series 8, Gene Targeting", Yodosha, 1995), los embriones se
desarrollaron en blastocistos. Los embriones inyectados se trasplantaron a continuacion en el Gtero en un ratén MCH
(ICR) adoptado como padre (CLEA Japan, Inc.) 2,5 dias después del tratamiento de pseudogestacion, con
aproximadamente 10 embriones inyectados por un lado del utero, respectivamente. Como resultado del trasplante
de los embriones inyectados preparados mediante el uso de una linea de células ES de ratéon US FGF23 preparada
en el Ejemplo 18, nacieron ratones de descendencia quimérica. Una quimera individual se determina por el color del
pelaje, en el que el color de tipo silvestre derivado de las células ES (marrén oscuro) se puede reconocer o no en el
color blanco derivado del embridon huésped. Entre los ratones nacidos de descendencia quimérica, se obtuvieron
ratones individuales que obviamente tienen partes del color de tipo silvestre en el color del pelaje, es decir, tiene una
contribuciéon reconocible de las células ES. A partir de estos resultados, se mostré que la linea de células ES de
raton US FGF23, en la que se inserta ADNc de FGF23 humano en la cadena abajo de un gen de cadena k de
inmunoglobulina, mantenia la capacidad de formar quimeras. Es decir, la linea celular tiene la capacidad de
diferenciarse en tejidos normales de un raton individual. Ademas, el ratén quimérico US FGF23 KI, tal como se
describira posteriormente en el Ejemplo 21, tiene una concentracion elevada de FGF23 en sangre, y se podria usar
como un modelo animal de enfermedad que presenta hallazgos similares a los del raquitismo hipofosfatémico.

(Ejemplo 20)
Preparacién de raton quimérico de control

Como un raton quimérico de control individual (ratdén WT) se us6 un ratdn quimérico, en el que no se insertan genes
funcionales que incluyen el ADNc de FGF23 humano preparado de acuerdo con el método que se ha descrito en el
Ejemplo 11 del documento de patente WO2006/78072, en el experimento que administra anticuerpo C10 a raton
quimérico US FGF23 Kl en el siguiente Ejemplo 21.

(Ejemplo 21)
Verificacion del efecto del anticuerpo C10 en la mejora de la patologia usando un ratén quimérico US FGF23 Ki

Los Ejemplos 10 y 12 demostraron que el anticuerpo C10 suprime de forma significativa el efecto del FGF23
enddgeno y eleva la concentracion de fosforo en suero y la concentracion de 1,25D en suero del mismo en
comparacion con el anticuerpo 2C3B y el anticuerpo C15 en mono cinomolgo normal. Se ha sugerido fuertemente
que el anticuerpo que tiene actividad de neutralizaciéon sobre el FGF23 humano tiene efecto terapéutico en las
enfermedades humanas tales como osteomalacia inducida por tumor, raquitismo hipofosfatémico incluyendo XLH y
similares, y osteomalacia que son causadas por FGF23 en exceso. Por lo tanto, el anticuerpo C10 obtenido en el

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2530 670 T3

presente invencion se investigo para el efecto de mejora en la patologia causada por FGF23 humano en exceso.
Para el ensayo de este efecto terapéutico de anticuerpo C10, se llevaron a cabo experimentos usando un raton
quimérico US FGF23 Kl (denominado "ratéon hFGF23KI" en lo sucesivo en el presente documento) separado en el
Ejemplo 19. Se usaron 12 ratones hFGF23 Kl como animales de modelo de enfermedad y se usaron 6 ratones de
control normal (ratones WT, preparados en el Ejemplo 20) de las mismas semanas de edad como los controles
comparativos. A las 7 semanas de edad, se recogio el suero de ratones hFGF23 Kl para medir la concentracion en
suero de FGF23 (KIT ELISA para FGF-23, Kainos Laboratories, Inc.) y de fésforo, respectivamente. En comparacion
con los ratones WT, la concentracion en suero de FGF23 aumentaba de forma significativa en los ratones hFGF23
Kl (ratones WT; n = 6, 163 pg/ml, ratones hFGF23KI; n = 12, 1467 pg/ml). a partir de este resultado, se sugirié que la
introduccion del gen FGF23 humano al raton hFGF23 Kl se realizé de forma precisa y que, ademas, una cantidad
excesiva de FGF23 exdgena humana estaba presente en la sangre del raton hFGF23 KIl. Ademas, en comparacion
con los ratones WT, en los ratones hFGF23 KI, se mostré una reduccion significativa en la concentracion de fésforo
en suero (ratones WT; n = 6, 5,82 mg/dl, ratones hFGF23KIl; n = 12, 2,62 mg/dl). También se sugiri6 que la
hipofosfatemia se inducia debido a la accién de FGF23 humano excesivo en los ratones hFGF23 KI. En este punto
temporal, 12 ratones hFGF23 Kl se dividieron en los 2 grupos siguientes de 6 ratones cada uno, con una
concentracion de FGF23 igual: el grupo administrado con el anticuerpo C10 y el grupo administrado con IgG1 de
control (FIG. 13). A continuacién, ya con 8 semanas de edad, se realizd6 administracion intravenosa repetida de
anticuerpo C10 o IgG1 humana purificada (anticuerpo de control) para el control de isotipos a una dosis de 30 mg/kg
y frecuencia de cinco veces una vez a la semana. Se exirajeron muestras de sangre antes de la primera
administracion y 3 dias después de la administracion, y se obtuvo el suero. La fuerza de sujecion apendicular se
midié 24 horas después de la cuarta administracion usando un MEDIDOR DE FUERZA DE SUJECION Saitoh (MK-
380S, Muromachi Kikai Co., Ltd.). La fuerza de sujecion apendicular se evalué usando como indice la fuerza maxima
(fuerza de sujecion) ejercida por un raton, en la que el ratdn se colocé en una parrilla de medida, para dejar que el
ratén agarrara la parrilla, y a continuacion el ratén se arrastré por la cola de forma horizontal a nuestra mano hasta
que el animal liderd la parrilla por ser incapaz de soportar la fuerza de retirada. Se evaluaron los huesos 24 horas
después de la quinta administracion. El fémur y la tibia extraidos de los ratones sacrificados por extraccion de sangre
desde el corazon con anestesia se fijaron en etanol al 70 %. Se midié la concentracion de fésforo en suero antes de
la primera administracion, 3 dias después de la primera administracion y 24 horas después de la quinta
administracion. El fémur sin descalcificar se embebid en resina, y se tifié con Villanueva-Goldner para la evaluacion
histologica. El contenido de mineral 6seo en la tibia se midio a través del proceso de incineracion.

Como resultado, se observé una concentracion de foésforo en suero significativamente baja en el grupo administrado
con anticuerpo de control del raton hFGF23ICI en el momento de formacién de grupos y 24 horas después de la
quinta administracién en comparacion con el grupo administrado con anticuerpo de control del ratén WT, lo que
significa condiciones hipofosfatémicas continuas (FIG. 14). Por otro lado, se observé que la concentracion de fésforo
en suero a los 3 dias después de la administracion aumentd en el grupo administrado con anticuerpo C10 de raton
hFGF23KI con el mismo nivel que en el grupo administrado con anticuerpo de control de ratén WT (FIG. 14).
Ademas, la concentracion de fosforo en suero después de la quinta administracion en el grupo administrado con
anticuerpo C10 de raton hFGF23KI también estaba al mismo nivel que en el grupo administrado con anticuerpo de
control de ratén WT, lo que significa que el efecto de anticuerpo C10 para el aumento de la concentracion de fésforo
en suero se mantuvo incluso después de cinco veces de administracion (FIG. 15).

Como un caso de pacientes hipofosfatémicos, se ha informado debilidad del musculo esquelético (Baker y Worthley,
Crit Care Resusc, 4: 307-315, 2000). En el presente estudio, se esperaba debilidad muscular en los ratones
hFGF23KI a causa de la hipofosfatemia. En consecuencia, la fuerza de sujecion apendicular se midié con el método
anterior como un indice de debilidad muscular, y se comparé entre grupos. Como resultado, se mostré que la fuerza
de sujecion del grupo administrado con anticuerpo de control de ratéon hFGF23KI era significativamente baja en
comparacion con la del grupo administrado con el cuerpo de control de raton WT, y se observé debilidad muscular
en este modelo de enfermedad (FIG. 16). Por el contrario, se observd una mejora significativa en la fuerza de
sujecion en el grupo administrado con anticuerpo C10 de raton hFGF23KI (FIG. 16).

A continuacion, los tejidos femorales descalcificados se tifieron con el método de Villanueva-Goldner para la
observacion histolégica. Como resultado, se observé una gran cantidad de osteoide (mostrado en rojo en la FIG. 17)
en el hueso en el grupo de administrado con anticuerpo de control de raton hFGF23KI en comparacion con el grupo
administrado con anticuerpo de control de raton WT, lo que sugiere que el defecto de calcificacion se indujo en ese
grupo. Esto se conoce ampliamente como un sintoma caracteristico de raquitismo. Por el contrario, en los ratones
hFGF23KI que recibieron el tratamiento con anticuerpo C10, se observé reduccion de la superficie ocupada con
osteoide, y predijo que el osteoide se reemplazé con huesos calcificados (mostrados en verde en la FIG. 17). A partir
de este resultado, se sugirid que el anticuerpo C10 mejora la calcificacion 6sea reducida por FGF23 excesivo. En
consecuencia, la cantidad de minerales contenidos en la tibia se midié por la calcificacion, y se comparé entre cada
grupo. La cantidad de minerales contenidos en la tibia en el grupo administrado con anticuerpo de control de raton
hFGF23KI se redujo significativamente en comparacion con el grupo administrado con anticuerpo de control de ratén
WT (FIG. 18). Por el contrario, en el grupo administrado con anticuerpo C10 de ratén hFGF23KI, se confirmé mejora
en la cantidad de minerales (FIG. 18). A partir de los resultados anteriores, se confirmé que, en ratones hFGF23KI,
la administracion del anticuerpo C10 neutraliza el efecto de FGF23 humano que actia de forma excesiva in vivo, y
mejora diversos sintomas de raquitismo hipofosfatémico tales como hipofosfatemia, debilidad muscular, trastorno de
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calcificacion 6sea y similares. Es decir, se ha demostrado que el anticuerpo C10 es un agente terapéutico eficaz
para diversas enfermedades humanas relacionadas con FGF23.

Aplicabilidad Industrial

El anticuerpo C10 de la presente invencién, que es un anticuerpo frente a FGF23, tiene actividad elevada para
aumentar las concentraciones de fosfato en suero in vivo de una forma sostenida y/o para aumentar las
concentraciones de 1,25D en suero de una forma sostenida en comparacién con los anticuerpos conocidos frente a
FGF23. La presente invencion se puede usar con efectos espectaculares como un agente para prevencion o
tratamiento de enfermedades que son causadas por una accion excesiva de FGF23 o para enfermedades cuya
patologia se puede mejorar controlando la accion de FGF23.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> KIRIN PHARMA KABUSHIKI KAISHA
<120> Anticuerpo anti-FGF23 y composicion farmacéutica que comprende el mismo
<130> PH-3490-PCT

<150> JP 2007-34018
<151> 14-02-2007

<160> 45
<170> Patentin version 3.4

<210>1
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 1
ccggaattca gccactcaga gcagggcacg 30

<210> 2
<211> 52
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2
ataagaatgc ggccgctcaa tggtgatggt gatgatggat gaacttggeg aa 52

<210> 3
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3

ataagaatgc ggccgctcag atgaacttgg cgaa 34
<210> 4

<211> 251

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
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Met Leu Gly Ala Arg Leu Arg Leu Trp Val Cys Ala Leu Cys Ser Val
1 & 10 15

Cys Ser Met Ser Val Leu Arg Ala Tyr Pro Asn Ala Ser Pro Leu Leu
20 .2 - 30

Gly Ser Ser Trp Gly Gly Leu Ile His Leu Tyr Thr Ala Thr Ale Arg
35 40 4h

Asn Ser Tyr His Leu Gln Ile His Lys Asn Gly His Val Asp Gly Ala
50 55 80 '

Pro His Gln Thr Ile Tyr Ser Ala Leu Met Ile Arg Ser Glu Asp Ala
65 70 75 80

Gly Phe Val Val Ile Thr Gly Val Met Ser Arg Arg Tyr Leu Cys Met
8h 90 95

Asp Phe Arg Gly Asn Ile Phe Gly Ser His Tyr Phe Asp Pro Glu Asn
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100 105 110

Cys Arg Phe Gln His Gln Thr Leu Glu Asn Gly Tyxr Asp Val Tyr His
116 120 125

Ser Pro Gln Tyr His Phe Leu Val Ser Leu Gly Arg Ala Lys Arg Ala
130 135 140

Phe Leu Pro Gly Met Asn Pro Pro Pro Tyr Ser Gln Phe Leu Ser Arg
145 160 155 160

Arg Asn Glu Ile Pro Leu Ile His Phe Asn 'Thr Pro Ile Pro Arg Arg
165 170 176

His Thr Arg Ser Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arp Asp Pro Leu Asn Val
180 185 190

Leu Lys Pro Arg Ala Arg Met Thr Pro Ala Pro Ala Ser Cys Ser Cln
195 200 ' 205

Glu Leu Pro Ser Ala Glu Asp Asn Ser Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu
210 216 220

Gly Val Val Arg Gly Gly Arg Val Asn Thr His Ala Gly Gly Thr Gly
225 230 - 235 | 240

Pro Glu Gly Cys Axg Pro Phe Ala Lys Phe Ile
245 250

<210>5
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5
tettgtccac.cttggtgttg ctgggcttgt g 31
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<210>6
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6
gttgaagctct ttgtgacggg cgagc

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400>7
gctggagggc acggtcacca cgc

<210> 8
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
aggcacacaa cagaggcagt tccagatttc

<210>9
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 9
gtaaaacgac ggccagtg

<210> 10
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
caggaaacag ctatgac

<210> 11
<211> 408
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11

ES 2530 670 T3

25

23

18

17

42

30
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atggactgga cctggageel citctgettg cigpctetag clecaggtee teacteccag
gtpeagetpeg tpeagicigg gpetgaggtg asgaageoetg gpgectcagt pamggtttec

tgcaaggeat clggatacac cttcaccaac cactatatge sctggstgeg scaggescet

gzacaaggec ttgaptgeat gggaataate aaccctaita gtgglageac asgtaacgea
cagaagttee aggpcagagh caccatgace agggacacgt ccacgagecac aptctacatg

gagetpagca gectgagate tgaggacacg gecgitgtatt atigtgegag agatattgte

gatgottttyg atttetggge ccaagggaca atggteaccg tetcettca

<210>12
<211> 136
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12

Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly
1 b 10 15

Ala Hig Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 a0

Pro Gly Ala Ser Val Lys Vsl Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Asn His Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60

Glu Tep Met Gly Ile Ile Asn Pro Ile Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ala
65 70 75 80

Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser
85 90 g5

43

60

120

180
248

300

360

408
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Thr Val Tyr Met Glu Leu Ser Ser Lsu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Tle Val Asp Ala Phe Asp Phe Trp Gly Gln
115 120 125

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
130 135

<210> 13
<211> 384
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 13

atggacatga ggrtceccge tcageteety gpgettetge tgetetggei cecaggtece
agatgtgeca tocagtigac ccagteoteca tcctccctét ctgcatetat aggagacaga
gteaccatea cttgecggge aagtcaggee attagcagtg ctitagtetg gtatcageag
anaccagegs aagetoctaa gefoeigate tatéatécct ceagttisga asgippegte
ccatcaaget tcageggeag tggatetggg acagattica ctetcaccat cageagectg
cagcctgang attitgeaac ttattgctgt caacagtitta atgattaeti cactttegge

cctgggacea aagtggatat caaa

<210> 14
<211>128
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14

44

60
120
180
240
300
360

384
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Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 B 19 . 15

Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30

Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Avg Val Thr Ile Thr Cyz Arg Ala Ser
35 40 ' 45

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60 )

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val
65 70 | 75 80

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe The Leu Thr
a5 90 95

Ile Ser Ser Leu Gln Pre Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cysz Gln Gln
100 106 110

Phe Asn Asp Tyr Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
115 120 125 '

<210> 15
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 15
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtccecgc t 41

<210> 16
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16
agagagagag cgtacgtttg atatccactt tggtcccagg gc 42

45
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ES 2530 670 T3

<210> 17
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 17
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggagggt cttc

<210> 18
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18
agagagagag gctagctgaa gagacggtga ccattgtccc

<210> 19
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19
ggtgccaggg ggaagaccga tgg

<210> 20
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20
ccaagggccc atcggtcttc cceetggeac

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21
gacaccctca tgatctcccg gacc

<210> 22
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22
tgttctccgg ctgcccattg ctct

23

24

24

46

30

40

44
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55

60

<210> 23
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23
tctatataag cagagctggg tacgtcc

<210> 24
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24
tggctgcacc atctgtcttc atcttc

<210> 25
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
ggtacgtgaa ccgtcagatc gcctgga

<210> 26
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 26
cggaattcca ccatgttggg ggcccgcctc aggcet

<210> 27
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27
atttgcggcc gctagatgaa cttggcgaag gggc

<210> 28

<211> 756

<212> ADN

<213> Macaca fascicularis

<400> 28

ES 2530 670 T3

27

27

35

34

47

26
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atgttegeeg coogeoteag getotgeptc tgtgectigl goagegteig cageatgege
gtcatcagag cctatoocas tgectcecea ttgctcggct ccagctggee fggcctgatc
cacctgtaca cagccacage caggaacage taccacctge mgatccacaa gaatggccac
giggatgecg caccccatca gaccatctac agigecctgn teatcagatc apaggategct
ggctttgtgg_tgattacagg tgtgatgage agaagatacce tctgcatgga tttcgegagge

aacatttttg gatcacacta tttcaacceg gagaactgee ggttecgaca ctggacgétg

i

gagaacgect acgacgtota ccacfctcct cagcatcact ttctpateag toigmgecgg
gogaagaggg cottectgee aggcatgaac ccacceccot actoccagtt cctgtecegg
aggascgaga toceccteat coacttcaac accoccagac cacggcgREes CACCCEERZC
gecgaggacg acteggageg gegaccccely aacgtgetga agecceggee coggatgace
ccggeceeogg cotectgete acaggagete cegagegecg aggaceacag cceggtggee
agegacecgi ‘tasgkgtggt caggggesst cgrglgaaca cgeacgetps gggaacggee

ceggaageot geegeeeett cgeesagtte atetag

<210> 29

<211> 251

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 29

48

60

120

180

240

300

360

420

430

540

800

660

720

756
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Met Leu Gly Ala Arg Leu Arg Leu Trp Val Cys Ala Leu Cys Ser Val
1, 5 10 15

Cys Ser Met Ser Vel Ile Arg Ala Tyr Pro Asn Ala Ser Pro Leu Leu
20 25 30

6ly Ser Ser Trp Gly Gly Leu Ile His Leu Tyr Thr Ala Thr Ala Arg
35 40 46

Asn Ser Tyr His Leu Gln Ile His Lys Asn Gly His Val Asp Gly Ala
50 55 80

Pro His Gln Thr Ile Tyr Ser Ala Leu Met Ile Arg Ser Glu Asp Ala
69 70 75 80

49
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Gly Phe Val Val Ile Thr Gly Val Met Ser Arg Arg Tyr lLeu Cys Met
85 90 95

Asp Phe Gly Gly Asn Ile Phe Gly Ser His Tyr Phe Ash Pro Glu Asn
100 105 110

Cys Arg Phe Arg His Trp Thr Leu Glu Asn Gly Tyr Asp Val Tyr His
116 120 . 125

Ser Pro Gln His His Phe Leu Val Ser Leu Gly Arg Ala Lys Arg Ala
130 135 140 '

Phe Leu Pro Gly Met Asan Pro Pro Pro Tyr Ser Gln Phe Leu Ser Arg
145 160 155 160

Arg Asn Glu Ile Pro Leu Ile His Phe Asn Thr Pro Arg Pro Arg Arg
165 170 175

His Thr Arg Ser Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arg Asp Pro Leu Asn Val
180 185 ) 190

Leu Lys Pro Arg Ala Arg Met Thr Pro Ala Pro Ala Ser Cys Ser Gln
195 200 ' - 205

Glu 1eu Pro Ser Ala Glu Asp Asn Ser Pro Val Ala Ser Asp Pro Leu
210 215 220

Gly Val Val Arg Gly Gly Arg Val Asn Thr His Ala Giy Gly Thr Gly
226 230 235 240

Pro Glu Ala Cys Arg Pro Phe Ala Lys Phe Ile
245 250

<210> 30
<211> 1417

50



<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2530 670 T3

<223> Sintética

<400> 30

glegaccace
tcactcecag
gaaggttitee
acaggcceet
aagtaacgea
agtoctacateg
agatattgtyg
tagcaccaag
cacageggcee
gaactcagee
actetactes
catetgeanc
atettetgae
gtcagtctic

ggtocacatge

atggactgee cotggagert
gtecagetgg tgéagtctgg
tgcaaggeat ctggatacac
geacaaggge ttgagtggat
cagaagiicc agggeagagt
gagetgagea goctgagate
gatgottitg atttetggee
geecoategg teticcocet
ctegectgce tgetocaagga
gccctgacpa geggegtgca
cteageageg tggtgacest
gtgaateaca agcccageaa
aaaactcaca catgccoace

ctettoccee casaacccaa

gtggtzgtee acgtgageca

cttctgctitg
ggctgaggty
cttcaccaac
gggaataatc
caccatpace
tgaggacacg
cc;agggaca
ggcacectee
ctacticcee
cacctieceog
gecctecage
caccaaggte
gtgcccagea
geacacocte

cgaagaccect

51

ctgectgtag ctecaggtee
aagaagoecty gggectcagt
cactatatge actggetpeg
asccctatta gtggtageac
agggacacgt ccaocgageac
geegtgtatt attptgegag
atggtcacer toteticage
tccaagagea cctetgeges
gaaccggtga cggtgtopty
éctgtcctac agtocteagg
agettgegea cocagaceta
gacaagaaag ttgagcccaa
cctg&aotcc tgeggegace
atgatctcec ggacceetra

gaggicaapt fteaactggta

60

120

180

300

360

420

540

600

720

780

840

900
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cgtggacges gtegaggige ataatgecaa gacaaageeg cgggaggage aétacaacas
cacgtacegt gtpgteageg tecteacegt cctgcaceag gactggetga atggeaagea
gtacaagtge aaggtoteca acaaagecet cccageccee atcgagaaaa ceatctecaa
agecaaageg cagecccgag aaccacaggt gtacaccetg cecccatoee ggratgagct
gaccaagaac Caggtcagcc tgacetgect ggtcaaagee ttctatccca gegacatege
cgtggagtege gagegcasty gecagecgea gaacéactac aagaccacge ctcoogtgot
égactccgac ggeicctict tcctctécag caagctcace giggacaaga geaggtggca
geaggeeaac gtcttctpat gctccgtéat Ecatgagect ctgcacaaco a&tacacgca
gaagagecte tecetgicte cgggtasatg aggatce

<210> 31
<211> 466
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31

Met Asp Trp Thr Trp Axg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly
1 5 | 10 15

Ala His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser‘Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
.35 40 45

Thr Asn His Tyr Met His Trp Val Arg Gla Ales Pro Gly Gln Gly Leu

52

960
1020
1080
1140
1200
1260-
1320
1380

1417
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Glu Trp Met Gly Ile Ile Asn Pro Ile Ser Gly Ser Thr Sexr Asn Ala
65 70 75 80

Gln Lys Phe Glao Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser
85 90 . ' 95

Thr Val Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Als Val
' 100 105 ' 110

Tyr Tyr Cys Ala ﬁrg Asp Ile Val Asp Ala Phe Asp Phe Trp Glf Gln
116 120. 125

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
130 135 140

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser CGly Gly Thr Ala Ala
145 . 150 155 160

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
165 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
180 185 190

Lou Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
195 200 205

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
- 210 215 . 220

53
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Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
226 230 23b 240

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala 1'3‘ro Glu Lau Leu Gly Gly
245 250 255

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Tle
260 265 270

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
276 280 285

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
290 ) 295 300

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
300 310 316 - ’ 320

Val ¥al Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 336

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
340 345 350 ‘

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
355 380 365

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thy Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 376 380

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp

54
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385 390 308 400

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
405 410 415

Lou Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430

Lys Ser Arg Trp Gln Glo Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460

Gly Lys
465

<210> 32
<211>724
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32

agatctotea ccatggacat pagggiccee geteagetee tggggettet getgetetge
cteccaggty 'ccagatgtgc catccagtig accéagtctc catcctecet gtctgc?tct
gtagpapgaca gagtcaccat cactigecpge geaagtceage gcattageag tgotttagtc
tggtatcage ageaaccagg gasagetoct aagctcciga totatgatge ctecagtttg

gaasgtggeg tcccatcaag gttecageege agtggatetg ggacagaitt cactoteace

55

60

120

180

240

300
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atcapcagee tgeagectga agattttgea acttattact gicaacagtt taatgattac
ttcactttcg geccteggae caasgteggat alcaaacgta cgetgmotee accatctgtc
tteatcttice caceatotga tgageagtip asatctggaa ctpectctgt tgtmigootg
ctgaataact tetatcccag agaggecnan ghacagtges apgptggataas cgccciccan
toggeteact cccaggagng tgtcacagag caggacagea aggacagcac ctasagc;tc
agcagcacqc tgacgetegag caasgcagac tacpgagaaac acaaagicta cgoetgegaa
gtcacccatc aggeectgag ctegecegte acaaagaget tcaacaggee agagtgttgé

atte

<210> 33
<211> 235
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile Gin Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30

Leu Ser Als Ser Val Gly Asp Arg Vel Thr Ile Thr Cvs Arg Ala Ser
35 40 45

Gin Gly Iie Ser Ser Ala Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 685 60

56

360

420

480

3

&

720

724
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Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val
85 70 5 80

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
86 80 95

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110

Phe Asn Asp Tyr Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
118 120 128

Arg Thr Val Ala Ala Pro SérVal Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 - 140

Gln Leu Lys Ser Giy Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160

Tyr Pro Afg Glu Ala Lys Val éln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
165 , 170 175

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190

Thr Tyr Ser Leut Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
165 200 205

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser
210 215 220

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 34
<211>35

57
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 34
tatcccaatg cctccccact getcggcetee agcetg 35

<210> 35

<211>45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
ttggccggcce ctagatgaac tiggcgaagg ggcggcagcec ttccg 45

<210> 36

<211> 756

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

atgitigreee ccogecicag getotgegte teteccttel geagcgieote cageatgage
gtectcagag cetateccas ?gcctccc;:a ctgetegeet ceagetgeee tggectgate
cacctgtaca cagccacage caggaacage taccacetge agatecacaa gaatgegecat
gtegatgeeg caccecated gaccat{‘;tac agtgccctga tgatcagatc agaggatgot
ggetitegtye tgattacage tﬁtgatgagc agaagatace tetgcatgga titcagapec
sacattttig gatcacacta tttcgacch gegaactgca ggttccasca ccagacgotyg
gasnacgggt acgacgtota ctactetcot cegtatcact tcetggicap totgemecge

gepaagagag cctitcctgee aggeatgaac ccaccecogt actceccagtt cetghecegg

aggaacgaga tccccctaat tcacttcaéc acccocatas cacggoggea caceoggapge
gecgaggacg acteggageg ggacceoctg ascgtgetga agecceggge cogaatgace
cogeetocee cetectgtic acaggagetc cegapgegecg aggacaacag ccogatggec
agtgacccat tagEggteet caggercErt 6gagtgaaca cgeacgeles ggBaacggge

ccggaagget geegeceett cgecaagtte ateiag

<210> 37

<211> 251

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

58

60

240

300

360

420

540

600

660

720

796
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Met Leu Gly Ala Arg Leu Arg Leu Trp Val Cys Ala Leu Cys Ser Val
1 b - 10 15

Cys Ser Met Ser Val Leu Arg Ala Tyr Pro Asn Ala Ser Pro Leu Leu
20 25 30

Gly Sexr Ser Trp Gly Gly Leu Ile His Leu Tyr Thr Ala Thr Ala Arg
35 40 45

Asn Ser Tyr His Leu Gln Ile His Lys Asn Gly His Val Asp Gly Ala
50 55 80

Fro His Gin Thr Ile Tyr Ser Ala Leu Mat Ile Arg Ser Glu Asp Ala
65 70 75 80

Gly Phe Val Val Ile Thr Gly Val Met Ser Arg Arg Tyr Leu Cys Met
85 90 95

59
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Asp Phe Arg Gly Asn Ile Phe Gly Sexr His Tyr Phe Asp Pro Glu Asn
100 105 110

Cys Arg Phe Gln His Gln Thr Leu Glu Asn Gly Tyr Asp Val Tyr His
115 120 125

Ser Pro Gln Tyr His Phe Leu Val Ser Leu Gly Arg Ala Lys Arg Ala .
130 135 140 .

Phe Leu Pro Gly Met Asn Pro Pro Pro Tyr Ser Gln Phe Leu Ser Arg
145 - 160 , 155 160

Arg Asn Glu Ile Pro Leu Ils His Phe Asn Thr Pro Ile Pro Arg Arg
165 170 | 175

His Thr Arg Ser Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arg Asp Preo Leu Asn Val
180 185 _ 190

Leu Lys Pro Arg Ala Arg Met Thr Pro Ala Pro Ala Ser Cys Ser Gln
195 200 205

Glu Leu Pro Ser Ala Glu Asp Asn Ser Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu
210 216 220

Gly Val Val Arg Gly Gly Arg Val Asn Thr His Ala Gly Gly Thr Gly
226 230 235 240

Pro Glu Gly Cys Arg Pro Phe Ala Lys Phe Ile
245 250

<210> 38

<211> 985

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 38

60
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atggagacag acacacteet gttatgggta ctgetgetet
gagaagtgtt ggatpcasce tetgtggeca ttatgatect
tcactataat tagegeattt gteactegtt ttaagtitec
ttitcteaga gtgatgiceca amattatiet taassatita
tpaagpettt tatacatata taacaataat otitgtettt
ctateccaat geoteeccac tgetceggete cagctggeet
agecacagee aggaacaget accaccigea gatocacaag
accecateag accatctaca gtgccctgat gatcagatca
gattacaget gigaigagea gaagatacct ctgcafggat
atcacactat tiocgaccogg agaactacag gtiocaacac
cgacgtotac cactctecte agtatcactt cetggteagt
cticetgeca ggeatgaace caccecegta cteccagtte
cccectaatt cacttcaaca cocceatace acggoggeac
ctegragcge gaccccctga acgtgotgaa gececegggee
cteetgttea capggageiee .cgagegoega ggacaacage
aggegtegte agggecggic gagtesacec geacgetgss

ccgeecctic gocaagtica tetag

<210> 39

<211> 247

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

61

gagticeagg
ccatgectet
ccagtccéct
aataaaaagg
atcattecag
ggectgatee
aatggccaty
gaggatgoig
ttcagagpca
cagacgeteg
ctggeecgey
ctgtocegea
acccggapes
cggatgacec
ccgatggeca

£E2ACREECC

tgagagtgea
cigttcitga
gaattticca
toctetgots
gttecactge

acctgtacac

tggategege

getttgtagt
acatttitgg
aaascgpeta
cgaagagage
ggascgagat
ccgaggacga
CEECCCeREs
gtg&cccatt

cggaaggetg

120

180

360

480

540

600

660

720

780

840

200

960

985
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Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Gly Ser Thr Gly Tyr Pro Asn Ala Ser Pro Leu Leu Gly Ser Ser Trp
20 25 30

Gly Gly Leu Ile His Leu Tyr Thr Ala Thr Ala Arg Asn Ser Tyr His
35 40~ 45

Leu Gln Ile His Lys Asn Gly.His Val Asp Gly Ala Pro His Gla Thr
50 bb 60

Ile Tyr Ser Ala Leu Met Ile Arg Ser Glu Asp Ala Gly Phe Val Val
65 70 75 80

Ile Thr Gly Val Met Ser Arg Arg Tyr Leu Cys Met Asp Phe Arg Gly
85 80 95

Asn Tle Phe Gly Ser His Tyr Phe Asp Pro Glu Asn Cys Arg Phe Gln
190 105 110

His Gln Thr Leu Glu Asn Gly Tyr Asp Vel Tyr His Ser Pro Gln Tyx
i15 120 125

His Phe leu Val Ser Leu Gly Arg Ala Lys Arg Ala Phe Leu Pro Gly
130 135 140

Met Asn Pro Pro Pro Tyr Ser Gln FPhe Leu Ser Arg Arg Asn Glu Ile

62
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145 150 185 160

Pro Leu Ile His Phe Asn Thr Pro Ile Pro Arg Arg His Thr Arg Ser
165 170 175

Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arg Asp Pro Leu Asn Val Leu Lys Pro Arg
180 185 180

Ala Arg Met Thr Pro Ala Pro Ala Ser Cys Ser Gln Glu Leu Pro Ser
195 , 200 205

" Ala Glu Asp Asn Ser Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Gly Val Val Arg

210 215 220

Gly Gly Arg Val Asn Thr His Ala Gly Gly Thr Gly Pro Glu Gly Cys
295 230 236 240

Arg Pro Phe Ala Lys Phe lle
245

<210>40
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40

Asn His Tyr Met His
1 5

<210> 41
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41
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Ile 1le Asn Pro Ile Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ala Gln Lys Fhe Gln
1
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Gly

<210>42
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42

b 10 16

Asp Ile VYal Asp Ala Phe Asp Phe

1

<210> 43
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Val

i

<210> 44
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 44

Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser

1

<210>45
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45

1

5

5

B

&

10

Gln Gln Phe Asn Asp Tyx Phe Thr
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano, que comprende
una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde Q en la
posicion 20 hasta S en la posicién 136 de SEC ID N° 12 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos desde A en la posicion 23 hasta K en la posicién 128 de SEC ID N° 14.

2. El anticuerpo frente a FGF23 o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada mostrada por una secuencia de
aminoacidos desde Q en la posicion 20 hasta S en la posicion 136 de SEC ID N° 12 y una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera mostrada por una secuencia de aminoacidos desde A en la posicion 23 hasta K en la
posicion 128 de SEC ID N° 14,

3. El anticuerpo frente a FGF23 o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con la
reivindicacion 1 o 2, en el que dicho fragmento funcional es un fragmento de péptido seleccionado entre el grupo que
consiste en Fab, Fab', F(ab');, Fv estabilizado con disulfuro (dsFv), regién V dimerizada (dianticuerpo) y Fv de
cadena individual (scFv).

4. El anticuerpo frente a FGF23 humano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la
clase del anticuerpo es IgG, IgA, IgE, o IgM.

5. El anticuerpo frente a FGF23 humano de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la subclase del anticuerpo es
IgG1, IgG2, IgG3, o 1gG4.

6. Composicién farmacéutica, que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o un
fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Composicion farmacéutica para su uso en un método de control del metabolismo del fésforo y/o el metabolismo de
la vitamina D mediante FGF23, que comprende, como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23 humano o un
fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

8. Composiciéon farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de enfermedades que estan asociadas
con trastornos del metabolismo mineral que comprende como ingrediente activo, el anticuerpo frente a FGF23
humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en la que la enfermedad que esta asociada con los trastornos del metabolismo mineral se
selecciona entre el grupo que consiste en osteomalacia neoplasica, ADHR, XLH, displasia fibrosa, sindrome de
McCune-Albright, e hipofosfatemia recesiva autosémica.

9. Composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre el
grupo que consiste en osteoporosis, raquitismo, hipocalcemia, calcificacion heterotropica, osteoesclerosis,
enfermedad de Paget, hiperparatiroidismo, y prurito, comprendiendo la composicion como ingrediente activo, el
anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano como se describe
en una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10. Acido nucleico que codifica el anticuerpo de la reivindicaciéon 1 o 2, que comprende un &cido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena pesada codificada por una secuencia de
bases desde C en la posicion 58 hasta A en la posicion 408 representada por SEC ID N° 11, y un acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de una region variable de cadena ligera codificada por una secuencia de
bases desde G en la posicién 67 hasta A en la posicién 384 representada por SEC ID N° 13.

11. Vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10.
12. Célula huésped aislada que comprende el vector de acuerdo con la reivindicacién 11.
13. Método para producir un anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23

humano, que comprende la etapa de cultivar la célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 12 para expresar un
anticuerpo frente a FGF23 humano o un fragmento funcional del mismo frente a FGF23 humano.
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NSKG 1 -Val Lark

Digestion BGLI + BSIWII
0B recuperacion de fragmento Digestion BGLI + BSIWII
H de aproximadamente 400 hp tratamiento de desfosforilacion

) . recuperacion de fraumento de aproximadamente 8.9 kb
Fragmento de PCR C10LY Ligacion, *

clonacion en E. COLI Pact

i Wl

[ ]

Fragmento de PCR C10 HY

subclonacion a
PCR4Blum topo
Digestion SALI + NHEI Digestion SAL | + NHEI .
|'ecupera-:idn de fragmento tratamiento de desfosforilacion
de aproximadamente 450 bp recuperacién de fragmento de aproximadamente 9,3 kb
Ligacidn, _*
clonacién en E. COLI Fasl
I

TOPO_C1O_Hv
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t OTCORCCACC ATS GAC TG ACC T66_AGG GTC TYC IGC TTC CTG GCT OTH GCT CCA GGT GOT

CAC
H!_ﬂ_owng_vFr:LLn’s-‘hPGnH
68 CAG OTG CAD CTG GTO CAB TCT GOO OCT GAB OTG AAD ARG CCT GGG GET TCA GTG ARG GTT o6
gernuul.vasnnsvu:raasvx_\rs
131 TGC ARG GCA TCT GEA TAC RCC TTC ACC ARC CRAC TAT ATG CAC TGG OTG CGR CAG GOC CCT GGR
41)CKA59‘:‘TFTHH‘|‘MHW?RQAF@
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Fig. 2
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Fig. 4

Sepl  Nrul  Pasl

Pacl

Fiel

BT: Promotor principal de beta globulina de raton

N1: Exén 1 de neomicina fosfotransferasa

C: Promotor/potenciador de citomegalovirus

B: Poladenilacion de hormona de crecimiente hovina

VL: Region variable de cadena ligera de C10

K: Region constante kappa de inmunoglobulina humana

D: Dihidrofolato reductasa

WH: Region variable de cadena pesada de C10

1: Region constante gamma 1 de inmunoglobulina humana
N2: Exdn 2 de neomicina fosfotransferasa
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Absorbancia a 450 nm - Absorbancia a 570 nm
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Fig. 5A
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Fig. 5B
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 8
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CONCENTRACION DE FGF23 EN SUERO (pgiml)
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Fig. 13
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CONCENTRACION DE FOSFORO EN SUERO (mgldl)
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Fig. 14

ANTES DE LA
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EN SUERO (mg/dI)

M o =] m W

L

ES 2530 670 T3

Fig. 15
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FUERZA DE SUJECION (kg)
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Fig. 16
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Fig. 18
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