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DESCRIPCION
Proteinas quiméricas del tipo de la fosfatasa alcalina

La invenciéon se refiere a fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas, a composiciones farmacéuticas que
comprenden fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas y al uso de fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas
para prevenir, tratar o curar enfermedades.

Una fosfatasa es una enzima que desfosforila sus sustratos; es decir, hidroliza monoésteres de acido fosférico en un ion
fosfato y una molécula con un grupo hidroxilo libre. Esta accién es directamente opuesta a la de las fosforilasas y quinasas,
que unen los grupos fosfato a sus sustratos mediante el uso de moléculas energéticas como el ATP. Las fosfatasas se
pueden categorizar en dos categorias principales: fosfatasas dependientes de cisteina (CDP) y metalofosfatasas.

Las metalofosfatasas tipicamente coordinan 2 iones metalicos cataliticamente esenciales dentro de su sitio activo.
Actualmente existe cierta confusion sobre la identidad de estos iones metalicos, ya que los intentos sucesivos de
identificarlos producen respuestas diferentes. Actualmente hay evidencia de que estos metales podrian ser magnesio,
manganeso, hierro, zinc o cualquier combinacion de los mismos. Se cree que un ion hidroxilo que sirve de puente entre
los dos iones metalicos participa en el ataque nucleofilico al grupo fosfato.

Las fosfatasas actuan en oposicion a las quinasas/fosforilasas, que afiaden grupos fosfato a las proteinas. La adicion o
eliminacién de un grupo fosfato puede activar o desactivar una enzima (por ejemplo, rutas de sefializacion de quinasas)
o permiten que se produzca una interaccion proteina-proteina (por ejemplo, dominios SH3); por lo tanto, las fosfatasas
son esenciales para muchas rutas de transduccién de sefiales. Debe observarse que la adicion y eliminacion de fosfato
no corresponde necesariamente a la activacion o inhibicion de la enzima, y que varias enzimas tienen sitios de fosforilacion
separados para activar o inhibir la regulacion funcional. CDK, por ejemplo, puede activarse o desactivarse dependiendo
del residuo de aminoacido especifico que se fosforila. Los fosfatos son importantes en la transduccién de sefiales porque
regulan las proteinas a las que estan unidos. Para revertir el efecto regulador, se elimina el fosfato. Esto ocurre por si solo
mediante hidrdlisis, o esta mediado por proteinas fosfatasas.

Un tipo de fosfatasa, la fosfatasa alcalina (ALP o AP) (EC 3.1.3.1), es una enzima hidrolasa responsable de eliminar los
grupos fosfato de muchos tipos de moléculas, que incluyen, por ejemplo, nucledtidos, proteinas y alcaloides. Hasta hace
poco, se pensaba que las fosfatasas alcalinas eran mas efectivas en un ambiente alcalino, como su nombre indica.

Se cree en la técnica que un posible papel fisioldgico de AP puede ser que interactiia con moléculas inflamatorias. Primero
se habia postulado que AP desfosforila las endotoxinas y, como tal, reduce la respuesta inflamatoria a estas moléculas
altamente inflamatorias. Desde entonces, otros mecanismos de accion han sido postulados y buscados. Sin embargo,
hasta ahora, a pesar de su papel beneficioso en una multitud de enfermedades inflamatorias y de otro tipo, el mecanismo
de accion aun no se ha dilucidado por completo. En el pasado, la fosfatasa alcalina de origen bovino se ha utilizado en
modelos animales y ensayos clinicos para el tratamiento, por ejemplo, de sepsis, lesion renal aguda, enfermedad
inflamatoria del intestino, enterocolitis, dafio por reperfusion isquémica u otras enfermedades inflamatorias (Riggle et al.,
J Surg Res. Marzo de 2013; 180 (1): 21-6; Peters et al., J Pharmacol Exp Ther. Enero de 2013; 344 (1): 2-7; Martinez-
Moya et al., Pharmacol Res. Agosto de 2012; 66 (2): 144-53; Pickkers et al., Crit Care. 23 de enero de 2012; 16 (1);
Ramasamy et al., Inflamm Bowel Dis. Febrero de 2011; 17 (2): 532-42; Lukas et al., Inflamm Bowel Dis. Julio de 2010; 16
(7): 1180-6; Bol-Schoenmakers et al., Eur J Pharmacol. 10 de mayo de 2010; 633 (1-3): 71-7; Heemskerk et al., Crit Care
Med. Febrero de 2009; 37 (2): 417-23; Tuin et al., Gut. Marzo de 2009; 58 (3): 379-87; Su et al., Crit Care Med. Agosto de
2006; 34 (8): 2182-7; van Veen et al, Br J Surg. Abril de 2006; 93 (4): 448-56; van Veen, Infect Immun. Julio de 2005; 73
(7): 4309-14; Verweij et al., Shock. Agosto de 2004; 22 (2): 174-9).

Aunque en la actualidad, estan disponibles las fosfatasas alcalinas, aisladas de fuentes naturales, asi como modificadas
de forma recombinante, que son utiles tanto para el diagndstico como para el tratamiento de enfermedades, existe la
necesidad de fosfatasas alternativas, por ejemplo, con actividad, estabilidad alterada (por ejemplo, mejorada) (por
ejemplo, T2 in vivo, o estabilidad con respecto al almacenamiento (vida util)) o especificidad del sustrato.

La presente invencion proporciona tales fosfatasas modificadas, que tienen propiedades mejoradas en comparacién con
una fosfatasa alcalina recombinante quimérica que se describe extensamente en el documento W0O2008/133511.

Sumario de la invencién

En una primera realizacion, la invencién proporciona una proteina aislada que tiene actividad de fosfatasa alcalina, en la
que dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 365 aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 como se indica en la Figura 1, una secuencia de aminoacidos de al menos
65 aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 como se indica en
la Figura 1, y una secuencia de aminoacidos de al menos 54 aminoacidos consecutivos que tienen al menos 98% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 como se indica en la Figura 1, donde la proteina de longitud completa
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminodcidos de longitud completa de la SEQ ID NO: 1 como se indica en la Figura 1, con la condicién de que el aminoacido
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en la posicion 279 sea leucina (L), el aminoacido en la posicion 328 sea valina (V) y el aminoacido en la posicion 478 sea
leucina (L).

Con el término "correspondiente a" en la presente invencion, se entiende la posicion particular, con respecto al aminoacido
N-terminal de la proteina madura, que se designa como "posicién 1". El término "correspondiente a" explicitamente no se
refiere al residuo de aminoacido particular en esa posicion particular.

Los términos "proteina” y "polipéptido" se refieren a compuestos que comprenden aminoacidos unidos a través de enlaces
peptidicos y pueden usarse de forma intercambiable.

Como se usa en la presente invencién, cuando se menciona "secuencia de aminoacidos" se refiere a una secuencia de
aminoacidos de una proteina o molécula peptidica. Se puede deducir una "secuencia de aminoacidos" a partir de la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina. Sin embargo, términos tales como "polipéptido" o "proteina" no
pretenden limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos deducida, sino que pueden incluir
modificaciones postraduccionales de las secuencias de aminoacidos deducidas, tales como eliminaciones, adiciones y
modificaciones de aminoacidos, tales como glicosilaciones y adicion de porciones lipidicas. Ademas, el uso de
aminoacidos no naturales, tales como D-aminoacidos para mejorar la estabilidad o el comportamiento farmacocinético,
esta dentro del alcance del término "secuencia de aminoacidos", a menos que se indique lo contrario.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 65 aminoacidos consecutivos, que
tiene al menos un 98% de identidad de secuencia con el dominio corona de longitud completa de PLAP humana. Para el
propésito de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos correspondiente al dominio corona de longitud completa
de la secuencia de referencia de PLAP humana esta subrayada en la SEQ ID NO: 3, representada en la Figura 1y
corresponde a las posiciones 366-430 en la misma.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 365 aminoacidos consecutivos
que tienen al menos 98% de identidad de secuencia con la regién N-terminal que flanquea el dominio corona de ALPI
humana. Esta regién N-terminal que flanquea el dominio corona se considera una de las dos partes del dominio catalitico.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 54 aminoacidos consecutivos que
tiene al menos un 98% de identidad de secuencia con la region C-terminal que flanquea el dominio corona de ALPI
humana. Esta region C-terminal que flanquea el dominio corona se considera la segunda de dos partes del dominio
catalitico.

Para el propdsito de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos de la secuencia de referencia de la proteina
madura ALPI humana se representa en la Figura 1 (SEQ ID NO: 2). Con el fin de determinar las regiones flanqueantes N-
terminales y C-terminales, designadas ambas como el dominio catalitico, el dominio corona de ALPI humana se subraya
en la presente invencion.

En una realizacién preferida particular, la invencién proporciona una proteina de acuerdo con la invencién, en la que dicha
proteina comprende 65 aminoacidos consecutivos, que tiene al menos un 98% de identidad de secuencia con el dominio
corona de longitud completa del PLAP humana, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de
365 aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la region N-terminal que flanquea
el dominio corona de ALPI humana, y parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 54
aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la regiéon C-terminal que flanquea el
dominio corona de ALPI humana.

Con la region flanqueante N-terminal del dominio corona se entiende un tramo de aminoacidos adyacente (es decir,
preferiblemente menos de 20 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 15, mas preferiblemente menos de 10, mas
preferiblemente menos de 5, mas preferiblemente menos de 3, mas preferiblemente menos de 2, lo mas preferiblemente
ningun aminoacido por separado) a la secuencia del dominio corona (los aminoacidos correspondientes de los mismos
subrayados en la figura 1), en el lado izquierdo del dominio corona, donde el lado izquierdo se define como la parte de la
cadena peptidica que porta el grupo amino (NH2) del primer aminoacido.

Con la region flanqueante C-terminal del dominio corona se entiende un tramo de aminoacidos correspondiente a las
posiciones adyacentes (es decir, menos de 20 aminoacidos, preferiblemente menos de 15, mas preferiblemente menos
de 10, mas preferiblemente menos de 5, mas preferiblemente menos de 3, mas preferiblemente menos de 2, lo mas
preferiblemente ningdn aminoacido por separado) a la secuencia del dominio corona (los aminoacidos correspondientes
de los mismos subrayados en la figura 1), en el lado derecho del dominio corona, donde el lado derecho se define como
la parte de la cadena peptidica que porta el grupo carboxilo alfa libre del ultimo aminoacido.

En humanos, hasta ahora se han identificado cuatro isoformas de fosfatasa alcalina. Estas son fosfatasa alcalina intestinal
(ALPI), placentaria (ALPP), similar a la placentaria (GCAP) y de higado/hueso/rifidn (o tejido no especifico) (TNAP). Las
tres primeras se encuentran juntas en el cromosoma 2, mientras que la forma no especifica del tejido se encuentra en el
cromosoma 1. No se conocen las funciones fisioldgicas exactas de las AP, pero la AP parece estar involucrada en una
gran cantidad de procesos fisioldgicos.
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La secuencia de fosfatasas alcalinas humanas se conoce en la técnica y se puede encontrar facilmente en las bases de
datos relevantes. Para determinar el % de identidad de secuencia con el dominio corona de PLAP y el dominio catalitico
de ALPI, se usan preferiblemente las respectivas secuencias de referencia. La secuencia de referencia de ALPI humana
se representa como la SEQ ID NO: 2. La secuencia de referencia de ALPP humana se representa como la SEQ ID NO:
3. Dentro de esas secuencias de referencia en la Figura 1, la secuencia cominmente conocida como dominio corona esta
subrayada.

La fosfatasa alcalina placentaria se abrevia en la presente invencion como ALPP o PLAP. Las abreviaturas ALPI o IAP se
refieren a la fosfatasa alcalina intestinal. La fosfatasa alcalina tipo 2 placentaria se abrevia en la presente invencion como
ALPP2, ALPG o GCAP y las abreviaturas ALPL, TNSALP, TNAP o BLK se usan en este documento para referirse a la
fosfatasa alcalina no especifica de higado/tejido. Las diferentes abreviaturas para una y la misma fosfatasa alcalina se
pueden usar indistintamente en este documento.

Desde un punto de vista conformacional, una fosfatasa alcalina consiste aproximadamente en dos dominios: un dominio
corona y un dominio de sitio activo (Mammalian Alkaline Phosphatases: From Biology to Applications in Medicine and
Biotechnology, José Luis Millan; Wiley, 2006). El dominio del sitio activo se puede dividir en partes separadas tal como el
residuo catalitico y tres sitios de iones metalicos (Zn1, Zn2 y Mg3). Desde el punto de vista de la estructura primaria, esta
claro que el dominio corona esta flanqueado por los aminoacidos que forman el dominio del sitio activo. Por lo tanto, en
una realizacion preferida, el dominio catalitico no esta compuesto de una secuencia contigua de aminoacidos, sino que
esta flanqueando el dominio corona. Con referencia a SEQ ID NO: 1 que denota la secuencia de aminoacidos de una
fosfatasa alcalina de acuerdo con la invencion, que no limita la presente invenciéon de ninguna manera, el dominio corona
preferiblemente comprende los aminoacidos en la posicién 366-430, mientras que el dominio catalitico se refiere
preferiblemente a las secuencias restantes antes de la posicion 366 y después de la posicion 430 en las secuencias de
proteina maduras como se representa en la Figura 1. La secuencia de aminoacidos de las fosfatasas alcalinas y las
posiciones relativas del dominio catalitico y de la corona son conocidas por el experto en la materia (Mammalian Alkaline
Phosphatases: From Biology to Applications in Medicine and Biotechnology, José Luis Millan, Wiley, 2006).

En algunas realizaciones, una proteina de acuerdo con la invencién comprende asi una secuencia que tiene al menos
98% de identidad de secuencia con el dominio corona de una ALPP humana y una secuencia que tiene al menos 98% de
identidad de secuencia con el dominio catalitico de una fosfatasa alcalina de intestino humano. Preferiblemente, dicha
secuencia que tiene dicha identidad de secuencia con el dominio corona de ALPP esta situada en una proteina de acuerdo
con la invencién aproximadamente en la misma posicién que el dominio corona de ALPP en la proteina ALPP nativa, es
decir, aproximadamente en la posicion 366-430, en relacién con la posicién 1 como se indica en la Figura 1 (la secuencia
que representa el dominio corona esta subrayada).

La secuencia que tiene identidad de secuencia con el dominio corona de ALPP preferiblemente tiene al menos 98%, lo
mas preferiblemente 100% de identidad de secuencia con la secuencia nativa del dominio corona de ALPP, que esta
representada por aminoacidos subrayados en las posiciones 366-430 en la SEQ ID NO: 3.

El porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos, o el término "% de identidad de
secuencia", se definen en la presente invencion como el porcentaje de residuos en un aminoacido candidato o secuencia
de acido nucleico que es idéntico a los residuos en una secuencia de referencia después de alinear las dos secuencias e
introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad. En una realizacién preferida, el calculo
de dicho al menos porcentaje de identidad de secuencia se lleva a cabo sin introducir huecos. Los métodos y programas
informaticos para la alineacion son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, "Align 2" o el servicio BLAST del Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI).

Preferiblemente, dicha secuencia que tiene una secuencia que es al menos idéntica en un 98% a la parte N-terminal que
flanquea el dominio corona de ALPI esta situada en una proteina de acuerdo con la solicitud aproximadamente en la
misma posicion que la parte de ALPI en la proteina ALPI nativa, es decir representada por las posiciones 1-365 en la SEQ
ID NO: 1 en la Figura 1.

Ademas, la secuencia que tiene identidad de secuencia con el dominio catalitico de ALPI preferiblemente tiene al menos
98% de identidad de secuencia con la parte N-terminal que flanquea el dominio corona de ALPI, representada por las
posiciones 1-365 en la Figura 1, SEQ ID NO: 2, con la condicidon de que el aminoacido en la posicién 279 sea L y el
aminoacido correspondiente a la posicion 328 sea V. Mas preferiblemente, la secuencia que tiene identidad de secuencia
con esa parte N-terminal del dominio catalitico de ALPI es idéntica a la secuencia nativa del dominio catalitico de ALPI,
con la excepcion de que el aminoacido en la posicion 279 es L y el aminoacido en la posicion 328 es V.

Preferiblemente, dicha secuencia que tiene una secuencia que es al menos 98% idéntica a la parte C-terminal que
flanquea el dominio corona de ALPI esta situada en una proteina de acuerdo con la invencién aproximadamente en la
misma posicién que la parte de ALPI en la proteina ALPI nativa, es decir representada por las posiciones 431-484 en la
SEQ ID NO: 1.

La secuencia que tiene identidad de secuencia con la parte C-terminal que flanquea el dominio corona de ALPI
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preferiblemente tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la secuencia C-terminal, flanqueando el dominio
corona de ALPI y representada por las posiciones 431-484 en la SEQ ID NO: 2, con la condicion de que el aminoacido en
la posicién 478 sea L. Mas preferiblemente, la secuencia que tiene identidad de secuencia con esa parte C-terminal del
dominio catalitico de ALPI es idéntica a la secuencia nativa del dominio catalitico de ALPI, con la excepcién de que el
aminoacido en la posicion 478 es L.

Anteriormente, se demostré que una fosfatasa alcalina que tiene una secuencia de dominio corona que tiene identidad de
secuencia con el dominio corona de ALPP y que tiene un dominio catalitico que tiene una identidad de secuencia con el
dominio catalitico de ALPI (denominado en este documento catALPIl/coronaALPP) retuvo su actividad especifica inicial
en medio bajo en Zn?*. Estos resultados mostraron que la actividad in vivo es Zn?* independiente. En comparacion, ALPI
perdi6 rapidamente su actividad bajo las mismas condiciones bajas de Zn?*. Los inventores concluyeron que tal enzima
cuya actividad es independiente de Zn?* podria ser util en enfermedades donde el agotamiento de Zn?* es parte de la
patologia (por ejemplo, defectos nutricionales, abuso de alcohol y dafio a la integridad intestinal, infecciones cronicas
incluyendo sepsis, o enfermedades inflamatorias en general) o donde la adicion de Zn?* (como agente estabilizante en la
fabricacion) puede estar contraindicada (por ejemplo, fase aguda de la sepsis, enfermedades autoinmunes). Ademas de
las ventajas de produccion y aplicacion, catALPl/coronaALPP también tenia ventajas con respecto a la estabilidad durante
el almacenamiento. Las propiedades de catALPI/coronaALPP se describen en detalle en el documento W0O2008/133511.

La aplicacién actual muestra sorprendentemente que una proteina de acuerdo con la presente invencion es incluso mas
estable a baja concentracion de Zn?*. Se muestra en la presente invencion, que una modificacion especifica que implica
tres posiciones con respecto a la secuencia catALPl/coronaALPP previamente descrita aumenta aun mas la
independencia de Zn?*. En resumen, se ha demostrado que AP nativa, tal como ALPI, pierde su actividad enzimatica en
entornos con bajas concentraciones de Zn?*, catALPl/coronaALPP (como se describe en el documento W02008/133511)
conserva su actividad en entornos con bajo contenido de Zn?* pero pierde su actividad cuando, por ejemplo, se afiaden
agentes quelantes de Zn?*, mientras que una proteina de acuerdo con la presente invencion conserva gran parte de su
actividad incluso en presencia de un quelante de zinc, tal como EDTA. Por lo tanto, en enfermedades en donde el
agotamiento severo de Zn?* es parte de la patologia, dicha AP nativa es incapaz de desplegar su actividad enzimatica en
el sitio donde se cree que es el mas beneficioso, por ejemplo, en el sitio de la inflamacion. Por el contrario, una AP
recombinante no susceptible a concentraciones muy bajas de Zn?*, en particular una proteina de acuerdo con la invencién
conserva su actividad en un entorno con muy baja concentracion de Zn?*, por ejemplo, en un sitio de inflamacion. Tal
enzima es, por lo tanto, muy util para el tratamiento de enfermedades que se deben a niveles bajos de Zn?* o estan
acompafiadas por ellos. Tales niveles reducidos de Zn?* harian que otras fosfatasas alcalinas sean menos activas, en
comparaciéon con una proteina de acuerdo con la invencion.

Varias enzimas en el cuerpo humano dependen de Zn?* para su actividad y, por ejemplo, las respuestas inmunologicas
son mas eficaces si estan presentes niveles suficientes de Zn?*. Se sabe que las partes innata y especifica del sistema
inmune estan influenciadas por el zinc y se ha establecido que las proteinas que contienen zinc se acumulan en los sitios
de inflamacion. En un individuo sano, los valores de referencia en suero de Zn?* estan entre 10 y 20 uM. Por ejemplo, en
el abuso del alcohol o durante la desnutricion, estos niveles pueden disminuir a menos de 10 uM o incluso a menos de 1
M. Ademas, la inflamacion (sub)crénica, tal como la artritis reumatoide, la sepsis y la enfermedad de Crohn se presentan
con deficiencia de zinc en suero. En tales entornos deficientes en Zn?*, una proteina de acuerdo con la invencion todavia
es muy activa mientras que otras fosfatasas alcalinas conocidas pierden mas o menos rapidamente su actividad de
fosfatasa.

La invencion proporciona asi la idea de que una proteina de acuerdo con la invencién es especialmente util en el
tratamiento de una enfermedad que esta acompafiada de deficiencia de Zn?* local o sistémica. En comparacion con otras
fosfatasas alcalinas conocidas, una proteina de acuerdo con la invencion es mas activa en condiciones bajas de Zn?*. La
descripcion proporciona una proteina de acuerdo con la invencién para usar en la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad que estda acompafada por deficiencia de Zn?*. Preferiblemente, dicha enfermedad comprende una
enfermedad inflamatoria, mas preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto
gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad inflamatoria del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria
y enfermedad renal inflamatoria.

Con el término "deficiencia de zinc" o "deficiencia de Zn?*" se quiere decir que la cantidad de zinc (localmente) disponible
es insuficiente para permitir una actividad celular y/o enzimatica sin impedimentos. La deficiencia de zinc puede ser
absoluta o relativa, donde la deficiencia absoluta de zinc puede determinarse faciimente haciendo referencia a valores de
referencia en individuos sanos, conocidos en la técnica. La deficiencia relativa de zinc, por ejemplo, puede ocurrir cuando
las concentraciones de zinc todavia estan dentro de los limites establecidos por valores de referencia en individuos sanos,
pero las concentraciones de zinc necesarias son mas altas de lo normal, por ejemplo, durante la inflamacion. En algunas
realizaciones, la deficiencia de zinc significa que la concentracion de zinc (local) del sujeto es inferior a 10 pM, mas
preferiblemente inferior a 5 yM, mas preferiblemente inferior a 2 uyM, mas preferiblemente inferior a 1 yuM, mas
preferiblemente inferior a 0,1 uM, mas preferiblemente inferior a 0,05 uM, mas preferiblemente inferior a 0,02 yM, mas
preferiblemente inferior a 0,01 yM, mas preferiblemente inferior a 0,005 uM, mas preferiblemente inferior a 0,002 uM. En
algunas realizaciones, la deficiencia de zinc significa que la concentracion de zinc (local) es menor que la necesaria para
la actividad celular y/o enzimatica sin impedimentos.
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Con el término "enfermedad inflamatoria" se quiere indicar, cualquier enfermedad que se deba o esté acompafiada por
una respuesta protectora del tejido a la lesion o destruccion de los tejidos, que sirve para destruir, diluir o aislar tanto al
agente causante de la lesién como a los tejidos lesionados. Los signos clasicos de inflamacion aguda son padecimiento
(dolor), acaloramiento (calor), enrojecimiento (rubor), hinchazén (tumor) y pérdida de funcion (funcion laesa). Tipicamente,
la inflamacion se caracteriza por un aumento de los parametros inflamatorios, tal como la proteina C reactiva, leucocitos
y citoquinas (IL-6, TNF-alfa, etc.). Aunque la inflamacion es inicialmente protectora por naturaleza, la enfermedad
inflamatoria alterada, tal como la artritis reumatoide y (otras) enfermedades autoinmunes, también entran dentro de la
definicion de "enfermedad inflamatoria". En una realizacion preferida, la proteina de la presente invencion es para uso en
el tratamiento de dicha enfermedad inflamatoria alterada o nociva.

Ademas, durante el analisis farmacocinético estandar, los presentes inventores han observado inesperadamente que una
proteina de acuerdo con la invencion esta dirigida a varios 6rganos, en particular a la piel, rifién, bazo, higado, pulmones,
cerebro, grasa, hueso y colon. Usando una proteina de la invencion acoplada a yodo radioactivo, se ha observado que la
relacion en % en odrgano/sangre para una proteina de acuerdo con la invencion con respecto a aquella de
catALPIl/coronaALPP es especialmente favorable para la piel, rifion, bazo, higado, pulmones, cerebro, grasa, hueso y
colon, es decir, una proteina de acuerdo con la invencion se dirige relativamente mas a estos 6rganos que la proteina
catALPIl/coronaALPP conocida. En particular, una proteina de acuerdo con la invencion reside en concentraciones mas
bajas en la sangre que catALPI/coronaALPP y reside en concentraciones mas altas en los 6rganos mencionados. Cuando
se trata una afeccion relacionada con estos 6rganos, como neurodermatitis hepatica, lesion renal, fibrosis hepatica,
hipofosfatasia o similares, se necesita menos proteina para el tratamiento, lo que reduce los costes y/o aumenta la
eficacia. Los experimentos que involucran enfermedades relacionadas con estos o6rganos ya se han realizado
(hipofosfatasia), estan en progreso (enfermedad renal) o estan planificados. La invencidon proporciona, por lo tanto, una
proteina que muestra una mayor independencia del zinc y un comportamiento farmacocinético en comparacion con las
fosfatasas alcalinas conocidas en la técnica.

Los inventores han mostrado, en diversas realizaciones de trabajo, que una proteina de acuerdo con la invencion es Util
como medicamento. Las enfermedades o afecciones que pueden tratarse con una proteina de acuerdo con la invencién
incluyen: funcion renal reducida, lesion renal, insuficiencia renal e hipofosfatasia. Ademas, debido a las caracteristicas
especificas de una proteina fosfatasa alcalina de acuerdo con la invencion que constituyen mejoras frente a proteinas de
fosfatasa alcalina conocidas que se han usado, la proteina de acuerdo con la invencion es Util no solo para la funcion
renal reducida, lesion renal, insuficiencia renal e hipofosfatasia, sino también para la prevencién o el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis,
enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica inflamatoria,
enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria. Todas estas son enfermedades que afectan a érganos
que son el objetivo de una proteina de acuerdo con la invencion y/o estan acompafiados por deficiencia de zinc (relativa).

El término "prevencion” o "que previene" se define en la presente invencion como el (el acto de) administrar una proteina
de acuerdo con la invencion a un sujeto con la intencién de evitar que dicho sujeto contraiga una enfermedad particular.
Aunque la intencion del tratamiento es evitar que dicho sujeto contraiga dicha enfermedad, no es necesario que el estado
de enfermedad se prevenga completamente después de una o multiples administraciones de una proteina de acuerdo
con la invencion, ya que los sujetos, por ejemplo, no son necesariamente susceptibles a un protocolo de tratamiento
especifico. Se prefiere que, en general, la eficacia de dicha prevencion se logre porque un grupo de sujetos que ha recibido
una proteina de acuerdo con la invencién para prevenir una enfermedad particular muestre al menos un aumento reducido
en la gravedad de la enfermedad o, por ejemplo, menos complicaciones de dicha enfermedad, en comparacion con un
grupo de sujetos que no ha recibido dicha proteina. Por ejemplo, en caso de enfermedad renal, se prefiere que los sujetos
con riesgo de contraer enfermedad renal, después de ser tratados con una proteina de acuerdo con la invencion, muestren
menos disminucion de la funcidn renal, en relacion con los sujetos que no han sido tratados con dicha proteina. Si un
sujeto contrae una enfermedad para la que se administré una proteina para prevenir dicha enfermedad, se pueden realizar
administraciones adicionales (en adelante denominadas como "tratamiento") para evitar el empeoramiento de dichos
estados de enfermedad o como tratamiento con la intencion de curar.

El término "tratamiento” o "tratar" se define en la presente invencion como (el acto de) administrar una proteina de acuerdo
con la invencién a un sujeto con la intencidn de curar al sujeto de una enfermedad (esperada) o mejorar, reducir o eliminar
los sintomas de una enfermedad en el sujeto. Aunque la intencién del tratamiento es curar dicho sujeto, no es necesario
que dicho sujeto se cure después de una o multiples administraciones de una proteina de acuerdo con la invencion, ya
que los sujetos, por ejemplo, no necesariamente son susceptibles a un protocolo de tratamiento especifico. Se prefiere
que, en general, la eficacia de dicho tratamiento se consiga en la medida en que los sujetos que se han tratado con una
proteina de acuerdo con la invencién muestren al menos una mejoria de su estado de enfermedad o, por ejemplo, menos
complicaciones de dicha enfermedad, en comparacion con un grupo no tratado (o tratado con placebo). Por ejemplo, en
el caso de enfermedad renal, se prefiere que los sujetos, después de ser tratados con una proteina de acuerdo con la
invencion, muestren una funcion renal mejorada o menor disminucion de la funcidn renal, con respecto a sujetos que no
han sido tratados con dicha proteina.

La invencién proporciona ademas un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina de acuerdo con la invencion.
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Como se usa en este documento, los términos "secuencia de acido nucleico" y "polinucleétido” también abarcan moléculas
no naturales basadas en y/o derivadas de secuencias de acido nucleico, tales como por ejemplo secuencias de acido
nucleico modificadas artificialmente, acidos nucleicos peptidicos, como, asi como secuencias de acido nucleico que
comprenden al menos un nucleétido modificado y/o un nucleétido no natural tal como, por ejemplo, inosina, LNA, morfolino
y ARN 2'-O-metilo.

También se proporciona un vector que comprende dicho polinucleétido de acuerdo con la invencién. Dicho vector
preferiblemente comprende secuencias de acido nucleico adicionales tales como elementos necesarios para la
transcripcion/traduccion de la secuencia de acido nucleico que codifica una fosfatasa (por ejemplo, secuencias promotoras
y/o terminadoras). Dicho vector también puede comprender secuencias de acido nucleico que codifican marcadores de
seleccion (por ejemplo, un antibidtico) para seleccionar o mantener células huésped transformadas con dicho vector.
Ejemplos de vectores adecuados son vectores de clonacion o expresion. Cualquier vector adecuado para mediar la
expresion en una célula huésped de eleccion se puede usar de acuerdo con la invencion, ya sea integrado o replicando
episdomicamente en una célula huésped. El vector puede ser un plasmido, un virus (por ejemplo, un retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociado, baculovirus y/o sus derivados), un céosmido, un fago o un fagémido, un vector episomal o un
cromosoma artificial. Tal polinucleétido o vector es muy Util para la produccidon de una proteina de acuerdo con la
invencion, pero también se puede usar para terapia génica.

La invencién proporciona asi una proteina de acuerdo con la invencién para uso como medicamento. También es posible
tratar a un paciente que padece o que esta en riesgo de padecer cualquiera de las enfermedades mencionadas
anteriormente para ser tratado con un polinucleétido de acuerdo con la invencién, o con un vector de acuerdo con la
invencion, para expresar una proteina de acuerdo con la invencion in vivo. La invencién también proporciona un
polinucleétido de acuerdo con la invenciéon o un vector de acuerdo con la invencién para uso como medicamento,
preferiblemente para la prevencién o el tratamiento de la funciéon renal reducida, lesién renal, insuficiencia renal,
hipofosfatasia, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica
inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

También se proporciona una proteina, un polinucleétido o un vector de acuerdo con la invenciéon para usar en un método
para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia.

También se prevé el uso de una proteina, polinucleétido y/o vector de acuerdo con la invencioén para la fabricacion de un
medicamento, preferiblemente para la prevencién o el tratamiento de la funcién renal reducida, lesién renal, insuficiencia
renal, hipofosfatasia, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica
inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

Se describe adicionalmente el uso de una proteina de fosfatasa alcalina de acuerdo con la invencién, de un polinucleétido
de acuerdo con la invencién, o de un vector de acuerdo con la invencion, en la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad que esta acompariada por una deficiencia de Zn?* local o sistémica, preferiblemente dicha
enfermedad es una enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia, preferiblemente dicha enfermedad
comprende una enfermedad inflamatoria, mas preferiblemente una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis,
enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica inflamatoria,
enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

La divulgacion describe ademas un método para tratar un sujeto (preferiblemente un ser humano) para tratar una
enfermedad que esta preferiblemente acompariada por deficiencia de Zn?*, que comprende administrar una cantidad
eficaz de una fosfatasa de acuerdo con la invencién, en donde dicha enfermedad preferiblemente comprende una
enfermedad inflamatoria, mas preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto
gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria
y enfermedad renal inflamatoria.

La invencion proporciona por lo tanto una proteina, un polinucleétido y/o un vector de acuerdo con la invencion para usar
en una variedad de enfermedades. Una proteina de acuerdo con la invencién es especialmente Util, debido a su
distribucién en los 6rganos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad que implica el tracto gastrointestinal, rifién,
piel, higado, pulmén, cerebro, tejido graso, o hueso.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona una proteina, un polinucleétido y/o un vector de acuerdo con la
invencién para usar en el tratamiento de una enfermedad renal.

Aunque existe una comprension cada vez mayor de la fisiopatologia de la lesion renal y que hay terapias que mejoran la

funcion renal [Lameire NH, Acute kidney injury: an increasing global concern. Lancet. 13 de julio de 2013; 382 (9887):
170-9], subsiste la necesidad de tratamientos alternativos para tratar la lesion renal y/o mejorar la funcion renal. La
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presente invencion proporciona dicho tratamiento alternativo proporcionando una proteina, un polinucleétido y/o un vector
para su uso de acuerdo con la invencion.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona una proteina, un polinucleétido y/o un vector para su uso de acuerdo
con la invencion, en donde dicha enfermedad renal se selecciona del grupo de insuficiencia renal, lesion renal aguda,
enfermedad renal crénica, enfermedad renal isquémica.

El término lesién renal aguda (AKI), anteriormente llamada insuficiencia renal aguda, significa que la funcion renal se
pierde rapidamente. La AKI se diagnostica con base en los hallazgos caracteristicos de laboratorio, tales como el nitrégeno
ureico elevado en sangre y la creatinina, o la incapacidad de los rifiones para producir cantidades suficientes de orina.
AKI se puede subdividir en AKI prerrenal, AKIl intrinseca y AKI postrenal.

La AKI prerrenal es causada por una disminucion del flujo sanguineo efectivo al rifidén. Los hallazgos tipicos de laboratorio
para AKI prerrenal son: Uosm: > 500, Una: < 10, Fena: < 1% y la relacion BUN/Cr: > 20.

El término AKI intrinseca se usa cuando las fuentes de dafio al rifidn son causadas por el rifidn mismo. Los hallazgos
tipicos de laboratorio para AKI intrinseca son: Ugsm: < 350, Una: > 20, Fena: > 2% y la relacion BUN/Cr: < 15.

El término AKI postrenal se reserva para aquellas afecciones en las que la obstruccion del tracto urinario es la causa de
AKI. Los hallazgos tipicos de laboratorio para AKI postrenal son: Uosm: < 350, Una: > 40, Fena: > 4% y la relacion BUN/Cr:
> 15.

En todo el mundo, hay varias pautas para la clasificacion de la enfermedad renal crénica. Como un ejemplo, los criterios
de clasificacion de la National Kidney Foundation (2002) "Guias de practica clinica para la enfermedad renal crénica de
la K/DOQI" se describen a continuacion. El experto puede seleccionar diferentes poblaciones de pacientes, basandose
en otras pautas.

Tipicamente, todos los individuos con una tasa de filtracion glomerular (GFR) < 60 mL/min/1,73 m2 durante 3 meses se
clasifican como pacientes con enfermedad renal crénica, independientemente de la presencia o ausencia de dafo renal.
El motivo para incluir a estos individuos es que la reduccion de la funcién renal a este nivel o inferior representa la pérdida
de la mitad o mas del nivel de funcién renal normal en el adulto, lo que puede estar asociado con una serie de
complicaciones. En general, las personas con dafio renal cronico se clasifican como personas con enfermedad renal
cronica, independientemente del nivel de GFR. La razén para incluir individuos con GFR > 60 mL/min/1,73 m2 es que la
GFR puede mantenerse a niveles normales o elevados a pesar del dafio renal sustancial y que los pacientes con dafio
renal tienen un mayor riesgo de tener los dos principales resultados de la enfermedad renal crénica: pérdida de la funcion
renal y desarrollo de enfermedades cardiovasculares, que pueden conducir a morbilidad y mortalidad.

La pérdida de proteina en la orina se considera un marcador independiente del empeoramiento de la funcién renal y la
enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, las pautas britanicas agregan la letra "P" a la etapa de la enfermedad renal
cronica si hay una pérdida significativa de proteina.

Las 5 etapas de la enfermedad renal cronica se clasifican tipicamente de la siguiente manera:

Etapa 1: Funcién levemente disminuida; dafio renal con GFR normal o relativamente alta (= 90 mL/min/1,73 m2). El dafio
renal se define como anomalias patolégicas o marcadores de dafio, incluidas anormalidades en analisis de sangre u orina
o estudios de imagenes.

Etapa 2: Reduccién leve de la GFR (60-89 mL/min/1,73 m2) con dafio renal. El dafio renal se define como anomalias
patoldgicas o marcadores de dario, incluidas anormalidades en analisis de sangre u orina o estudios de imagenes.
Etapa 3: Reduccion moderada en GFR (30-59 mL/min/1,73 m2). Las pautas britanicas distinguen entre la etapa 3A (GFR
45-59) y la etapa 3B (GFR 30-44) con fines de deteccién y remision.

Etapa 4: Reduccion severa de la GFR (15-29 mL/min/1,73 m2) Preparacion para la terapia de reemplazo renal.

Etapa 5: Insuficiencia renal establecida (GFR < 15 mL/min/1,73 m2), terapia de reemplazo renal permanente (RRT) o
enfermedad renal en etapa terminal (ESRD).

El término falla renal ahora denota una condicién médica en la cual los rifiones no filtran adecuadamente los productos
de desecho de la sangre. Las dos formas principales son la lesidon renal aguda, que a menudo es reversible con un
tratamiento adecuado, y la enfermedad renal crénica, que a menudo no es reversible.

La enfermedad renal isquémica se reserva para aquellas afecciones en las que una reduccion clinicamente importante
en la tasa de filtracion glomerular o pérdida de parénquima renal es causada por estenosis de la arteria renal
hemodinamicamente significativa u otras causas que dan como resultado baja presion sanguinea en los rifiones, como,
por ejemplo, shock hemodinamico o el uso de una pinza arterial para la interrupcién temporal del flujo sanguineo.

Los inventores también han demostrado que una proteina de acuerdo con la invencion es Util en el tratamiento de

hipofosfatasia (HPP). Esto fue bastante inesperado, ya que los experimentos previos que utilizaron TNAP para el
tratamiento de la hipofosfatasia no demostraron la eficacia de la terapia de reemplazo enzimatico. En consecuencia, se
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desarrollé una proteina de fusion artificial entre una enzima TNAP y un péptido de asentamiento en los huesos (Whyte et
al., N Engl J Med. 8 de marzo de 2012; 366 (10): 904-13). Sorprendentemente, la proteina de acuerdo con la presente
invencion no necesita dicho péptido de asentamiento en los huesos y es capaz de reducir eficazmente los signos de los
sintomas de hipofosfatasia en un modelo de ratén. En otra realizacion preferida, la invencién proporciona asi una proteina,
un polinucleodtido y/o un vector de acuerdo con la invencién para usar en el tratamiento de la hipofosfatasia.

La base metabdlica de la hipofosfatasia proviene de un defecto molecular en el gen que codifica para la fosfatasa alcalina
no especifica del tejido (TNAP). TNAP es una ectoenzima anclada a la superficie externa de las membranas celulares de
los osteoblastos y los condrocitos. TNAP normalmente hidroliza varias sustancias, incluido el pirofosfato inorganico (PPi)
y el 5'-fosfato de piridoxal (PLP), una forma importante de vitamina B6.

Cuando la TNAP es baja, el pirofosfato inorganico (PPi) se acumula extracelularmente e inhibe potentemente la formacion
de hidroxiapatita (mineralizacién), causando raquitismo en bebés y nifios y osteomalacia (huesos blandos) en adultos. El
PLP es la principal forma de vitamina B6 y debe ser desfosforilado por TNAP hasta piridoxal (PL) para atravesar la
membrana celular. La deficiencia de vitamina B6 en el cerebro afecta la sintesis de neurotransmisores, que pueden causar
convulsiones. En algunos casos, la deposicion de cristales de pirofosfato de calcio deshidratado (CPPD) en la articulacion
puede causar una pseudogota.

No hay terapias aprobadas para HPP hoy. El tratamiento actual consiste en aliviar los sintomas, mantener el equilibrio de
calcio y aplicar intervenciones fisicas, ocupacionales, dentales y ortopédicas segun sea necesario. La administracion de
bisfosfonato (analogo sintético de pirofosfato) en un bebé no tuvo un efecto discernible en el esqueleto, y la enfermedad
del bebé progreso hasta la muerte a los 14 meses de edad.

El trasplante de médula 6sea en dos recién nacidos gravemente afectados produjo mejoria radiografica y clinica, aunque
el mecanismo de eficacia no se conoce completamente y permanecié una morbilidad significativa. La terapia de reemplazo
enzimatico con suero normal o con suero rico en ALP de pacientes con enfermedad 6sea de Paget no fue beneficiosa
[Whyte MP, Valdes R, Ryan LM, McAlister WH (septiembre de 1982). "Infantile hypophosphatasia: enzyme replacement
therapy by intravenous infusion of alkaline phosphatase-rich plasma from patients with Paget bone disease". J. Pediatr.
101 (3): 379-86] [Whyte MP, McAlister WH, Patton LS, et al., (diciembre de 1984). "Enzyme replacement therapy for
infantile hypophosphatasia attempted by intravenous infusions of alkaline phosphatase-rich Paget plasma: results in three
additional patients". J. Pediatr. 105 (6): 926-33]. Se penso6 que estas terapias de reemplazo enzimatico eran ineficaces
porque se supone que la funcién de la fosfatasa alcalina esta en la superficie del hueso y no en la sangre. Por lo tanto,
se desarrollaron otros intentos para mejorar la eficacia de la terapia de reemplazo de enzimas alrededor de una enzima
TNAP dirigida al hueso con resultados prometedores [Whyte et al. N Engl J Med. 8 de marzo de 2012; 366 (10): 904-13].
Sorprendentemente, la presente invencion muestra que, sin introducir una porcion artificial dirigida al hueso, una proteina
de acuerdo con la invencion es beneficiosa en un modelo murino de hipofosfatasia. Una ventaja de la presente proteina
sobre la descrita en Whyte et al y Millan et al [J. Bone Miner. Res. 2008; 23 (6): 777-787] es que, debido a la ausencia de
la porcion artificial dirigida al hueso, se espera que la presente proteina sea mucho menos inmunogénica. La presente
proteina consiste en una proteina que tiene una alta identidad de secuencia con proteinas de fosfatasa alcalina humana
de origen natural. Ademas, la proteina de la presente invencion tiene una ventaja sobre la fosfatasa alcalina dirigida al
hueso con respecto a la facilidad y el coste de produccion.

En una realizacion preferida, se proporciona una proteina, polinucleétido y/o vector de acuerdo con la invencién para uso
en el tratamiento de hipofosfatasia, en donde dicha hipofosfatasia se selecciona de hipofosfatasia perinatal, hipofosfatasia
en bebés, hipofosfatasia en nifios e hipofosfatasia en adultos.

La hipofosfatasia perinatal es la forma mas perniciosa de hipofosfatasia. En el Utero, la hipomineralizacién profunda da
como resultado una ausencia de osificacion de la membrana craneal, extremidades deformadas o acortadas durante la
gestacion y al nacer, y muerte rapida por insuficiencia respiratoria.

La hipofosfatasia en nifios se presenta en los primeros 6 meses de vida. El desarrollo después del nacimiento a menudo
parece normal hasta el inicio de una alimentacion deficiente y un aumento de peso inadecuado, y se reconocen las
manifestaciones clinicas del raquitismo. La hipercalcemia y la hipercalcinuria también son comunes y pueden explicar la
nefrocalcinosis, el compromiso renal y los episodios de vomitos recurrentes. Se estima que la mortalidad es del 50% en
el primer afio de vida.

La hipofosfatasia en la infancia tiene una expresioén clinica variable. Como resultado de la aplasia, hipoplasia o displasia
del cemento dental, ocurre la pérdida prematura de dientes deciduos (es decir, antes de los 5 afios). Con frecuencia, los
incisivos se desprenden primero; ocasionalmente casi toda la denticion primaria se exfolia prematuramente. Las
radiografias dentales a veces muestran las camaras de pulpa agrandadas y los conductos radiculares caracteristicos de
los "dientes de concha" del raquitismo. Los pacientes también pueden experimentar caminar de forma retardada, una
marcha caracteristica de pato, quejarse de rigidez y dolor y tener una debilidad muscular apendicular (especialmente en
los muslos) consistente con una miopatia no progresiva. Tipicamente, las radiografias muestran deformidades raquiticas
y defectos 6seos caracteristicos cerca de los extremos de los huesos largos principales (es decir, "lenguas" de
radiolucencia que se proyectan desde la placa de crecimiento raquitica a la metafisis). El retraso del crecimiento, las
fracturas frecuentes y la osteopenia son comunes. En los lactantes y nifios pequefios gravemente afectados no es raro,
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a pesar de la aparicion de fontanelas ampliamente "abiertas" en los estudios radiograficos, que se produzca sinostosis
funcional de las suturas craneales. La ilusion de fontanelas "abiertas" es el resultado de grandes areas de calvario
hipomineralizado. Posteriormente, la verdadera fusién 6sea prematura de suturas craneales puede elevar la presion
intracraneal.

La hipofosfatasia en adultos puede asociarse con raquitismo, pérdida prematura de dientes deciduos o pérdida temprana
de denticion adulta seguida de una salud relativamente buena. La osteomalacia se manifiesta en pies dolorosos como
resultado de fracturas recurrentes de estrés metatarsal con escasa cicatrizacion y molestias en los muslos o caderas por
pseudofracturas femorales que, cuando aparecen en el estudio radiografico, se distinguen de la mayoria de otros tipos de
osteomalacia (que ocurren medialmente) por su ubicacion en las cortezas laterales del fémur proximal. Algunos pacientes
sufren deposiciones de cristales de dihidrato de pirofosfato calcico con ocasionales ataques manifiestos de artritis
(pseudogota), que parece ser el resultado de niveles elevados de pirofosfato inorganico endégeno (PPi). Estos pacientes
también pueden sufrir degeneracion del cartilago articular y artropatia por pirofosfato. Las radiografias pueden revelar
pseudofracturas en las cortezas laterales del fémur proximal, fracturas por estrés, y los pacientes pueden experimentar
osteopenia, condrocalcinosis, caracteristicas de la artropatia por pirofosfato y periartritis calcificada.

En una realizacién preferida, se proporciona una proteina, un polinucleétido y/o un vector para uso en el tratamiento de
la hipofosfatasia de acuerdo con la invencion, en donde el tratamiento da como resultado una supervivencia prolongada;
aumento de peso corporal; fenotipo esquelético mejorado (tal como induccidon de centros de osificacion secundarios,
mejora de la mineralizacién ésea, por ejemplo, en hueso trabecular y/o cortical, o induccion de osteoide); atenuacion de
defectos craneofaciales (tal como anomalias de forma y fusion de sutura coronal); mejora del fenotipo dentoalveolar (tal
como la mejora de la altura y la forma de los molares, el grosor de la dentina y la mineralizacion 6sea); y/o reduccion de
los niveles de PPi en plasma del paciente.

También se proporciona el uso de una proteina, un polinucleétido y/o un vector de acuerdo con la invencién para la
preparacion de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de la hipofosfatasia, en donde el tratamiento da como
resultado una supervivencia prolongada; aumento de peso corporal; fenotipo esquelético mejorado (tal como induccion
de centros de osificacion secundarios, mejora de la mineralizacion 6sea, por ejemplo, en hueso trabecular y/o cortical, o
induccion de osteoide); atenuacion de defectos craneofaciales (tal como anomalias de forma y fusion de sutura coronal);
mejora del fenotipo dentoalveolar (como la mejora de la altura y la forma de los molares, el grosor de la dentina y la
mineralizacion 6sea); y/o reduccion de los niveles de PPi en plasma de un paciente.

También se proporciona un método para tratar un sujeto que sufre o esta en riesgo de padecer hipofosfatasia, en donde
el tratamiento da como resultado una supervivencia prolongada; aumento de peso corporal; fenotipo esquelético mejorado
(tal como induccion de centros de osificacion secundarios, mejora de la mineralizacion ésea, por ejemplo, en hueso
trabecular y/o cortical, o induccién de osteoide); atenuacion de defectos craneofaciales (tal como anomalias de forma y
fusion de sutura coronal); mejora del fenotipo dentoalveolar (tal como la mejora de la altura y la forma de los molares, el
grosor de la dentina y la mineralizacién 6sea); y/o reduccion de los niveles de PPi en plasma en dicho sujeto.

En una realizacién mas preferida, se proporciona una proteina, un polinucleétido y/o un vector para uso en el tratamiento
de la hipofosfatasia de acuerdo con la invencion, en el que dicha hipofosfatasia se selecciona de hipofosfatasia en bebés,
en nifios o en adultos. Mas preferiblemente, la hipofosfatasia es hipofosfatasia en nifos.

A lo largo de la memoria descriptiva, ejemplos y bibliografia en la técnica, se usa otra nomenclatura para designar las
isoformas respectivas de fosfatasa alcalina. En aras de la claridad, en la Tabla 1 a continuacion, se enumeran los nombres
y abreviaturas comunmente utilizados o utilizados en esta solicitud.

Tabla 1: Sindnimos y abreviaturas utilizados en la presente solicitud de patente o generalmente conocidos para los
diferentes tipos de fosfatasas alcalinas

Fosfatasas alcalinas Abreviaturas

Fosfatasa alcalina placentaria ALPP, PLAP,

Fosfatasa alcalina placentaria secretable shPLAP, sALPP

Fosfatasa alcalina intestinal ALPI, IAP hlAP

Fosfatasa alcalina intestinal secretable shlAP, sALPI

Fosfatasa alcalina similar a la placentaria GCAP

Fosfatasa alcalina no especifica del tejido TNAP, BLK, ALPL, TNSALP

Fosfatasa alcalina recombinante que comprende el dominio | catALPl/coronaALPP, RecAP, Xinplap,
catalitico de ALPI y el dominio corona de ALPP sALPI-ALPP-CD

Proteina de acuerdo con la invencion LVL-RecAP, RecAP mejorado

Con el término "secretable" se entiende que no se ha unido ninguin ancla de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) postraduccional
a la proteina madura, permitiendo que la proteina se secrete y no se una a la membrana. Un ancla de GPI es un glicolipido
que se puede unir al C-terminal de una proteina durante la modificaciéon postraduccional. Esta compuesta de un grupo
fosfatidilinositol unido a través de un enlazador que contiene carbohidratos (glucosamina y manosa con el residuo de
inositol a través de un enlace glucosido) y a través de un puente de fosfato de etanolamina (EtNP) con el aminoacido C-
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terminal de una proteina madura. Los dos acidos grasos dentro del grupo fosfatidilinositol hidréfobo anclan la proteina a
la membrana celular. Es ventajoso para la produccion y el procesamiento posterior, y de este modo se prefiere que una
proteina de acuerdo con la invencién no incluya un ancla de GPI.

Esta claro que cualquiera de las fosfatasas modificadas secretables descritas (y por lo tanto también una proteina
secretable de acuerdo con la invencion) pueda producirse, por ejemplo, introduciendo en una célula huésped un acido
nucleico capaz de codificar dicha fosfatasa secretable en un enlace operable con secuencias reguladoras y que permiten
a dicha célula huésped expresar dicha fosfatasa secretable y opcionalmente aislar la fosfatasa producida a partir del
medio en el que crecen y/o se mantienen las células huésped. Sin embargo, aparte de las mutaciones en la secuencia de
unién de GPIl mencionada anteriormente, existen otros métodos que hacen proteinas secretadas, sin el ancla de GPI, por
ejemplo:

1) Después de la expresion como proteinas ancladas a la membrana, las fosfolipasas pueden usarse para escindir el
ancla de GPI. Por lo tanto, la invencién también proporciona un método para producir una fosfatasa secretada que
comprende cultivar un huésped capaz de expresar una fosfatasa anclada a la membrana, permitiendo que dicha célula
huésped produzca dicha fosfatasa e incubando las células obtenidas con una fosfolipasa y aislando opcionalmente la
fosfatasa liberada.

2) La interferencia con la produccioén del ancla de GPI o el uso de una célula (tipo) que es deficiente en la produccion del
ancla de GPI también se puede usar para hacer una forma secretable de una proteina anclada a GPI. Los ejemplos de
lineas celulares que se han hecho deficientes en la bioquimica de anclaje de GPI son, por ejemplo, Jurkat, AM-B, C84,
BW, S49, CHO y Raji. En ofra realizacién mas, la invencién proporciona un método para producir una fosfatasa secretada
que comprende cultivar una célula huésped capaz de expresar una fosfatasa (alcalina) secretable (por ejemplo, una célula
huésped que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica cualquiera de las fosfatasas (alcalinas) secretados
modificadas mencionadas), permitiendo a dicho huésped producir dicha fosfatasa secretable y aislar opcionalmente la
fosfatasa producida, en donde dicha célula huésped no es capaz de biosintesis de proteinas funcionales ancladas a GPI.
Sin embargo, la célula huésped también puede producir una fosfatasa con una secuencia sefial funcional de GPI.

3) La interferencia con o el uso de una célula deficiente en transamidasas se puede usar para inhibir la unién de un ancla
de GPI a la proteina, haciendo que la proteina no sea anclada y secretable. Dicha célula deficiente se ha obtenido
mediante mutagénesis en CHO.

Un vector de acuerdo con la invencion preferiblemente comprende secuencias de acido nucleico adicionales tales como
elementos necesarios para la transcripcion/traduccion de la secuencia de acido nucleico que codifica una fosfatasa (por
ejemplo, secuencias promotoras y/o terminadoras). Dicho vector también puede comprender secuencias de acido nucleico
que codifican marcadores de seleccion (por ejemplo, un antibiético) para seleccionar o mantener células huésped
transformadas con dicho vector. Preferiblemente, una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de anclaje de
GPI esta ausente en un polinucleétido y/o vector de acuerdo con la invencion. Ejemplos de vectores adecuados son
vectores de clonacion o expresion. Cualquier vector adecuado para mediar la expresion en una célula huésped adecuada
se puede usar de acuerdo con la invencion, ya sea integrado o replicando episémicamente en una célula huésped. El
vector puede ser un plasmido, un virus (por ejemplo, un retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, baculovirus o
derivados de los mismos), un césmido, un fago o un fagémido, un vector episomal o un cromosoma artificial.

Ademas, la invencién también proporciona una célula huésped que comprende una proteina, una secuencia de acido
nucleico o vector de acuerdo con la invencién como se describe. La célula puede ser una célula eucariota, preferiblemente
una célula de mamifero, una célula vegetal o una célula de levadura, que es adecuada para la produccion de proteinas
recombinantes. Las células huésped de levadura adecuadas comprenden, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris. Las células huésped preferidas son células derivadas de mamiferos (o mas preferiblemente humanas)
tales como BHK, HEK293, CHO o PerC6MR. En una realizacion preferida particular, la célula huésped es una célula CHO.

Una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de acuerdo con la invencién, un vector que comprende dicha
secuencia de acido nucleico, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de acido nucleico son muy utiles
en la produccién de una proteina de acuerdo con la invencién. Una proteina de acuerdo con la invenciéon comprende sitios
de glicosilacion y, por lo tanto, la proteina se produce preferiblemente en células que proporcionan el patron de
glicosilacion deseado. En una realizacion preferida, el sistema de produccién utilizado es una plataforma de produccion
in vitro de mamifero (por ejemplo, humana) e incluso mas preferiblemente la produccion implica una produccion a gran
escala. En otra realizacion preferida, el sistema de produccion usado es una plataforma vegetal o de levadura o de
mamifero (preferiblemente no humana) en la que se introduce un patrén artificial de glicosilacion de tipo humano.

En una realizacion, la invencién proporciona asi un método para producir una proteina de acuerdo con la invencion,
comprendiendo el método cultivar una célula huésped que comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencién o un
vector de acuerdo con la invencion y permitir que la célula huésped produzca dicha proteina. Las células huésped
preferidas son células derivadas de mamifero (o mas preferiblemente humanas) tales como BHK, HEK293, CHO o
PerC6MR. En una realizacion preferida particular, la célula huésped es una célula CHO. Preferiblemente, un método para
producir una proteina de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente cosechar y opcionalmente purificar dicha
proteina de dicho cultivo.

Como ya se menciono, una proteina descrita en la presente invencion de acuerdo con la invencion es util en terapia. En
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una realizacion, la invencién proporciona una composicion, preferiblemente una composicién farmacéutica, que
comprende una proteina de acuerdo con la invencién. Dicha composicién farmacéutica comprende opcionalmente un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicién se puede presentar en cualquier forma, por ejemplo, como un comprimido, como un fluido inyectable o
como un fluido de infusién, etc. Ademas, la composicion, proteina, nucleétido y/o vector de acuerdo con la invencién se
puede administrar a través de diferentes rutas, por ejemplo, por via intravenosa, rectal, bronquial u oral. Otra via de
administracion adecuada es el uso de un goteo duodenal.

En una realizacion preferida, la ruta de administracion utilizada es la ruta intravenosa. Esta claro para el experto en la
materia que, preferiblemente, se administra una cantidad eficaz de una proteina de acuerdo con la invencion. Como punto
de partida, se pueden usar 1-50.000 U/kg/dia. Otra ruta adecuada, por ejemplo, para HPP, es la ruta subcutanea. Si se
usa la via de administracion intravenosa, se puede aplicar una proteina de acuerdo con la invencion (al menos durante
una cierta cantidad de tiempo) a través de una infusion continua.

Dicha composicion de acuerdo con la invencidon puede comprender opcionalmente excipientes, estabilizadores,
activadores, vehiculos, permeadores, propelentes, desinfectantes, diluyentes y conservantes farmacéuticamente
aceptables. Los excipientes adecuados son comunmente conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica y pueden
ser facilmente encontrados y aplicados por el experto en la materia, véase, por ejemplo, por ejemplo, Remmington's
Pharmaceutical Sciences, Mace Publishing Company, Filadelfia PA, decimo séptima edicion, 1985.

Para la administracion oral, la proteina puede, por ejemplo, administrarse en formas de dosificacion sdlidas, tales como
capsulas, comprimidos (por ejemplo, con un recubrimiento entérico) y polvos, o en formas de dosificacion liquidas, tales
como elixires, jarabes, y suspensiones. La AP puede encapsularse en capsulas de gelatina junto con ingredientes
inactivos y vehiculos en polvo, tales como glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, almidon, celulosa o derivados de celulosa,
estearato de magnesio, acido estearico, sacarina sodica, talco, carbonato de magnesio y similares. Los ejemplos de
ingredientes inactivos adicionales que se pueden afadir para proporcionar color, sabor, estabilidad, capacidad
amortiguadora, dispersion u otras caracteristicas deseables conocidas son 6xido de hierro rojo, gel de silice, lauril sulfato
de sodio, dioxido de titanio, tinta blanca comestible y similares. Diluyentes similares se pueden usar para elaborar tabletas
comprimidas. Tanto los comprimidos como las capsulas se pueden fabricar como productos de liberacién sostenida para
proporcionar la liberacién continua de medicamentos durante un periodo de horas. Las tabletas comprimidas pueden
recubrirse con azucar o recubrirse con una pelicula para enmascarar cualquier sabor desagradable y proteger el
comprimido de la atmdsfera, o recubrirse entéricamente para una desintegracion selectiva en el tracto gastrointestinal.
Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral pueden contener colorantes y saborizantes para aumentar
la aceptacion del paciente.

En una realizacion preferida, una composiciéon que comprende una proteina de acuerdo con la invencion es adecuada
para la administracion oral y comprende un recubrimiento entérico para proteger la AP de los efectos adversos de los
jugos gastricos y el pH bajo. Las formulaciones de recubrimiento entérico y liberacion controlada son bien conocidas en
la técnica. Las composiciones de recubrimiento entérico en la técnica pueden comprender una solucién de un polimero
de recubrimiento entérico soluble en agua mezclado con el o los ingredientes activos y otros excipientes, que se dispersan
en una solucién acuosa y que posteriormente pueden secarse y/o peletizarse. El recubrimiento entérico formado ofrece
resistencia al ataque de una proteina de acuerdo con la invencion por la humedad atmosférica y el oxigeno durante el
almacenamiento y por los fluidos gastricos y bajo pH después de la ingestion, aunque se descompone facilmente bajo las
condiciones alcalinas que existen en el tracto intestinal inferior.

La invencion proporciona una composicion de acuerdo con la invencién para uso como medicamento, preferiblemente
para ftratar enfermedades inflamatorias, una enfermedad renal o hipofosfatasia. La enfermedad inflamatoria
preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion,
sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepatica inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal
inflamatoria. La enfermedad renal se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en insuficiencia renal, lesion renal
aguda, enfermedad renal cronica y enfermedad renal isquémica. La hipofosfatasia preferiblemente se selecciona del grupo
que consiste en hipofosfatasia perinatal, hipofosfatasia en bebes, hipofosfatasia en nifios e hipofosfatasia en adultos.

Ademas del hecho de que una proteina de acuerdo con la invencién puede incorporarse en una composicion farmacéutica,
dicha fosfatasa también puede ser parte de una composicién nutritiva o un nutracéutico.

Una proteina de acuerdo con la invencion se puede afiadir a un nutriente (tal como leche) pero también se puede producir
dentro de dicho nutriente (por ejemplo, mediante ingenieria molecular). Ademas, se pueden preparar comprimidos y/o
capsulas que posteriormente se agregan a un nutriente o que pueden ser tomadas directamente por un ser humano.

Se describe adicionalmente un método para tratar un sujeto que padece una enfermedad inflamatoria, una enfermedad
renal o hipofosfatasia, que comprende administrar una cantidad eficaz de una proteina de acuerdo con la solicitud, por
ejemplo, una proteina aislada o recombinante que tiene actividad fosfatasa, en donde parte de dicha proteina comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos 50 aminoacidos consecutivos, que tiene al menos un 90% de identidad de
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secuencia con el dominio corona de longitud completa de PLAP humana, parte de dicha proteina comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos 200 aminoacidos consecutivos que tienen 90% de identidad de secuencia con la
region N-terminal que flanquea el dominio corona de ALPI humana, y parte de dicha proteina comprende una secuencia
de aminoacidos de al menos 40 aminoacidos consecutivos que tienen 90% de identidad de secuencia con la region C-
terminal que flanquea el dominio corona de ALPI humana, en el que la proteina de longitud completa comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
longitud completa de la SEQ ID NO: 1, con la condicién de que el aminoacido en la posicion 279 sea leucina (L), el
aminoacido en la posicion 328 sea valina (V) y el aminoacido en la posicion 478 sea leucina (L), o una cantidad efectiva
de un polinucledétido de acuerdo con la solicitud o una cantidad efectiva de un vector de acuerdo con la solicitud.

La invencion se explicara con mas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.
Leyendas de la Figuras

Figura 1: Secuencias de aminoacidos de la proteina madura LVL-RecAP, hIAP y hPLAP. Los dominios putativos de la
corona de las diferentes proteinas estan subrayados.

Figura 2: Distribucion en el érgano de LVL-RecAP comparado con catALPl/coronaALPP. Se representa la distribucion en
el 6érgano con respecto a la sangre de LVL-RecAP dividido por la distribucidon en el 6rgano con respecto a la sangre de
catALPIl/coronaALPP (= relacion del eje y). Un valor mas alto es indicativo del direccionamiento de LVL-RecAP al
respectivo érgano cuando se compara con catALPI/coronaALPP.

Figura 3: Supervivencia de ratones Akp2” tratados con cualquier vehiculo, 1 mg de LVL-RecAP/kg/dia, 8 mg de LVL-
RecAP/kg/dia o 16 mg de LVL-RecAP/kg/dia.

Figura 4: Concentraciones de creatinina en suero en lechones que sufren dafio renal por isquemia/reperfusion. Los
animales de simulacion se sometieron al procedimiento quirdrgico durante el cual se extrajo el rifidén izquierdo. Sin
embargo, la oclusion renal y la reperfusion no se realizaron. En el grupo que recibié 0,32 mg/kg/dia, en el dia 0, la mitad
de la dosis se administré antes de la reperfusion y la mitad restante de la dosis se administro a las 8 + 2 horas después
de la reperfusion. Se administré una dosis completa diariamente durante el resto del periodo de vida.

Figura 5: Concentraciones de AP en lechones que sufren dafio renal por isquemia/reperfusion. Los animales de simulacion
se sometieron al procedimiento quirdrgico durante el cual se extrajo el rifion izquierdo. Sin embargo, la oclusién renal y la
reperfusion no se realizaron. En el grupo que recibié 0,32 mg/kg/dia (200 U/kg/dia), el dia O, la mitad de la dosis se
administré antes de la reperfusion y la mitad restante se administré a las 8 + 2 horas después de la reperfusion. Se
administré una dosis completa diariamente durante el resto del periodo de vida.

Figura 6: Mejora de la supervivencia y el peso corporal de ratones Alpl- por tratamiento con LVL-RecAP. A) 16 ratones
con LVL-RecAP sobrevivieron hasta el final del experimento. El promedio de supervivencia fue p19, p22 y p42,5 para el
vehiculo, LVL-RecAP1 y LVL-RecAP8, respectivamente. B) Los ratones Alp/l” tratados con vehiculo son mas livianos que
los compafieros de camada TS; el tratamiento con LVL-RecAP1 mejora el peso corporal parecido a los TS en p18. Los
ratones tratados con vehiculo no sobreviven mas tiempo y los ratones tratados con LVL-RecAP8 son todavia mas livianos
que los compafieros de camada de TS en p53. Mientras que los ratones tratados con LVL-RecAP16 presentan un peso
corporal no significativamente diferente de sus compafieros de camada de ST en p53.

Figura 7: el tratamiento con LVL-RecAP mejora el fenotipo esquelético de ratones Alpl-. Radiografias de columna
vertebral, extremidad anterior, caja toracica, extremidad posterior y patas de ratones Akp2- tratados con vehiculo, LVL-
RecAP1, LVL-RecAP8, LVL-RecAP16, y los controles de TS no tratados (aumento 5X). A) Ratones Akp2”- muestran una
osteomalacia severa (flechas) en vértebras, huesos largos y caja toracica. Los centros de osificacion secundarios faltan
en los ratones Akp2” (asterisco). El tratamiento con LVL-RecAP1 corrige ligeramente ese fenotipo (puntas de flecha) en
comparacion con los de TS no tratados en p18. B) El tratamiento con LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 corrige claramente el
fenotipo 6seo en vértebras, huesos largos y caja toracica. Especificamente, la mayoria de las extremidades distales se
mejoran a medida que se demuestra el desarrollo de los centros de osificacion secundarios en la region del metatarso
(puntas de flecha).

Figura 8: Mejora de la mineralizacion en ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP. A) Andlisis histologico de fémures de
ratones Alpl” tratados con vehiculo (p18), con LVL-RecAP8 (p51), LVL-RecAP16 (p53) y ratones TS no tratados (p53).
La tincion de Von Kossa revel6 una mejor mineralizacion 6sea con dosis aumentadas de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16.
Los centros de osificacion secundarios y la region ésea cortical muestran una notable mejoria en la mineralizacién (negro)
en comparacion con los no tratados. Hay menos hueso trabecular en LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 en comparacion con
TS, pero una mayor mineralizacion en la region trabecular asi como mas osteoide, que se espera se convierta en hueso
trabecular. B/C) El analisis de BV/TV y OV/BV para LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 demostré menos volumen dseo y mayor
volumen de osteoide que los controles de la misma edad.

Figura 9: Mejora de osteomalacia y los niveles de PPi en plasma en ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP. A) Andlisis
histolégico de fémur de ratones AlpF- tratados con vehiculo (p18), con LVL-RecAP8 (p51), LVL-RecAP16 (p53) y TS no
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tratados (p53). La tincion tricromica de Goldner de las secciones del fémur muestran una severa osteomalacia en ratones
Alpl”- y una mineralizacién mejorada en el area cortical y en la osificacion secundaria con dosis aumentadas de LVL-
RecAP8 y LVL-RecAP16. La presencia de areas agrandadas de osteoide sugiere una deposicion de hueso, pero aun no
mineralizado. B/C) Concentraciones de PP; en el plasma de ratones Akp2” que recibieron LVL-RecAP1, LVL-RecAP16 y
de TS. El tratamiento con LVL-RecAP1 conduce a una reduccion significativa de los niveles elevados de PP; en ratones
Alpl”- en p18. En p53 el tratamiento con LVL-RecAP16, produjo una correccion de los niveles de PP; en plasma comparable
a los controles de TS.

Figura 10: Ausencia de defectos craneofaciales en ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP. Imagenes isosuperficiales por
UCT de craneos de ratones TS (A, D), Alpl” tratados con vehiculo (B, E) y con LVL-RecAP16 (C, F) en p21 y p53,
respectivamente. Ni los huesos frontales ni parietales de los ratones Alpl- tratados fueron significativamente diferentes
de aquellos ratones TS. Los craneos adultos de o ratones Alp/”-tratados con LVL-RecAP16- no parecian diferentes de los
de TS en términos de tamafo y forma.

Figura 11: El tratamiento con LVL-RecAP rescata parcialmente el fenotipo dentoalveolar en ratones AlpF-. En comparacién
con (A) radiografia y (D) analisis de uCT de controles de tipo silvestre en p25-26, (B, F) mandibulas de raton Alpl” sin
tratar presentan hueso alveolar hipomineralizado y reducido (AB), molares cortos (M1, M2 y M3) con dentina delgada (DE)
y camaras de pulpa anchas, y dentina incisiva (INC) defectuosa (asterisco sin relleno). En comparacién con (E) histologia
de los tejidos periodontales de control, (G) los ratones AlpF~ no muestran cemento acelular (AC), y el osteoide del hueso
alveolar invade el espacio PDL, creando anquilosis hueso-diente (asterisco). (C, H) Los ratones Alpl”- tratados con LVL-
RecAP8 muestran una mejor apariencia radiografica de la altura molar, el grosor de la dentina y la mineralizacién 6sea,
aunque los dientes incisivos permanecen defectuosos. (1) Histolégicamente, LVL-RecAP no restablece el cemento acelular
en la superficie de la raiz. En comparacion con (J, L) los controles en p53, (K, M) los ratones AlpF- tratados con LVL-
RecAP16- presentan una mineralizacion ésea alveolar reducida alrededor de los dientes molares. La forma molar y la
mineralizacion parecen ser relativamente normales en los ratones AlpF- tratados, mientras que los dientes incisivos
permanecen severamente afectados en el analogo de la raiz (asterisco sin relleno). En comparacion con la histologia de
(N) molares de control de TS, (P) los ratones AlpF- tratados con LVL-RecAP16 presentan una mezcla de hueso alveolar
mineralizado y osteoide (asteriscos), y un espacio PDL reducido pero mantenido. La escasa adherencia periodontal se
evidencia por la falta de cemento, la desorganizacion y desprendimiento de PDL y el crecimiento hacia abajo del epitelio
de unién. Se observaron pequefias regiones de union de PDL (cheurdn) al diente. En comparacion con la organizacion
fuerte y paralela de las fibras de colageno de PDL en (O) tejidos de control, indicados por tincion de picrosirius bajo luz
polarizada, (Q) los ratones AlpF- tratados con LVL-RecAP 16 presentan PDL menos organizada, aunque existe
organizacion y union adyacente a las areas de avance de union de la raiz del diente (cheurdn sin relleno).

Figura 12: el tratamiento con RecAP atenua la produccién de citoquinas inducida por LPS en células epiteliales tubulares
proximales humanas (ciPTEC). Las CiPTEC fueron tratadas previamente con recAP (1-5-10 U/mL) seguido por incubacion
con LPS (10 pg/mL) durante 24 horas y posteriormente se midio la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-8 (A) a nivel del gen
en las células mediante qPCR (10 U/mL de recAP) y (B) a nivel de proteina en el sobrenadante por ELISA. (C) se
administré recAP (10 U/mL) 2 horas antes de la exposicion a LPS, simultaneamente con LPS o 2 horas después de la
exposicion a LPS, seguido por la medicion del contenido de proteina TNF-a, IL-6 e IL-8. (D) ciPTEC se trataron
previamente con AP inactiva durante 2 horas, que carece de propiedades hidrolizantes, seguido por incubacion con LPS
(10 pg/mL) durante 24 horas, después de lo cual se midié el contenido de proteina TNF-q, IL-6 e IL-8. Las células de
control se incubaron con medio de cultivo. Los datos se expresan como media + SEM (n = 5), # p <0,05 en comparacion
con el control, *p <0,05 en comparacién con LPS.

Figura 13: Los efectos de recAP no se limitan a la inflamacién inducida por LPS y son especificos de los rifiones. CiPTEC
se trataron previamente con recAP (10 U/mL) durante 2 horas, seguido de una incubacion de 24 horas con (A) TNF-a (10
ng/mL) o (B) sobrenadante de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con LPS (PBMC, 1 ng/mL de LPS),
después de lo cual se midié la produccion de IL-6 e IL-8 a nivel de proteina mediante ELISA. (C) Las PBMC se incubaron
previamente durante 2 horas con recAP (10 U/mL) seguido de exposicion con LPS (1 ng/mL) durante 24 horas. La
produccion de IL-6 y TNF-a se midié por ELISA. Las células de control se incubaron con medio de cultivo. Los datos se
expresan como media £ SEM (n = 5), # p <0,05 en comparacién con el control, *p <0,05 en comparacion con LPS.

Figura 14: El efecto de recAP en la liberacion de ATP inducida por LPS in vitro. Se trataron previamente las ciPTEC con
recAP (10 U/mL) seguido de incubacion con LPS (10 yg/mL o 100 pg/mL). Después de 30 minutos, se recogio el
sobrenadante para determinar la liberacién de ATP celular por bioluminiscencia. Las células de control se incubaron con
medio de cultivo. Los datos se expresan como la media + SEM (n = 5), # p <0,05 en comparacion con el control.

Figura 15: RecAP previene el deterioro inducido por LPS de la funcion renal in vivo. La funciéon renal se evalué mediante
la medicion transcutanea del t4,2 con FITC-sinistrina. AKI fue inducido en ratas por LPS (0,3 mg/kg de peso corporal, t =
0), seguido por tratamiento con recAP (1.000 U/kg de peso corporal) a t = 2. Las mediciones de t1» se realizaron at =2
horas y t = 21,5 horas (A, B: ejemplos de cinética de FITC-sinistrina obtenida para una rata en los dos puntos de tiempo
respectivos). La orina se recolecté entre t =5y t = 16 y el plasma se muestred ent= 1,5y t = 24 h, permitiendo el calculo
de (C) excrecion fraccional de urea y (D) eliminacion de creatinina con el valor en plasma promedio det = 1,5y t = 24.
Los datos se expresan como la media + SEM (Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n = 5), # p <0,05 en comparacion con
placebo.
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Figura 16: RecAP previene la lesion renal durante AKI inducido por LPS in vivo. (A) excrecion de KIM-1 en orina y (B)
excrecion de NGAL, (C) niveles de NGAL en plasma (t = 24) y (D) contenido de proteina KIM-1 renal se determinaron
mediante ELISA. (E) Las secciones de rifidn en parafina se tifieron con anti-KIM-1 para visualizar la expresion de la
proteina KIM-1. Barras de escala: 400 pm (panel izquierdo), 200 ym (panel derecho). Los datos se expresan como la
media + SEM (Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n = 5; parametros urinarios: Placebo n = 5), # p <0,05 en comparacion
con placebo.

Figura 17. No hay efecto de recAP en las citoquinas inducidas por LPS en el sobrenadante. Se recolecté el sobrenadante
de ciPTEC incubado con LPS durante 24 horas (10 ug/mL) o incubadas con medio (Control), incubadas con o sin recAP
(10 U/mL) durante otras 24 horas seguido por la medicion de TNF-a, IL- 6 e IL-8 mediante ELISA. Los datos se expresan
como la media + SEM, # p <0,05 en comparacién con el control, *p <0,05 en comparacién con LPS.

Figura 18. Correlacion entre la actividad enzimatica de RecAP en suero humano a 25°C y a 37°C.

Figura 19. Correlacion entre la actividad enzimatica de LVL-RecAP en suero humano a 25°C y a 37°C.

La Figura 20 muestra la actividad/ug de proteina a 25°C y a 37°C para RecAP y LVL-RecAP. Los valores representan la
media de A de actividad entre 25°C y 37°C para una concentracion de proteina dada.

Ejemplos

Ejemplo 1

Estabilidad de LVL-RecAP en regulador

Materiales:

Fosfatasas alcalinas recombinantes humanas:

1. sALPI-ALPP-CD (SEQ ID NO: 4) (DOM: 4 de agosto de 2008)

2. LVL-recAP (SEQ ID NO: 1) (DOM: 14 de octubre de 2011)

Métodos:

Dependencia del zinc:

Se determiné la actividad enzimatica y el contenido de proteina de ambos lotes de fosfatasa alcalina recombinante
humana. Posteriormente, se prepararon soluciones de proteina de 100 ug/mL para cada condiciéon para determinar la
dependencia del zinc para los lotes sALPI-ALPP-CD y LVL-recAP como se describe en la Tabla 2.

Las muestras preparadas se almacenaron a TA y se analizaron para actividad enzimaticaa T=0,T=2hy T =24 h.

Tabla 2: Condiciones de los lotes de fosfatasa alcalina recombinante sALPI-ALPP-CD y LVL-recAP para determinar su
estabilidad (actividad retenida) en presencia y ausencia de zinc y la influencia de un quelante (EDTA).

Condicion Zn (mM) |BSA (%) [Mg (mM) |Manitol (%) |EDTA (mM)
1 0 0 1 1 0

2 0,01 0 1 1 0

3 10 0 1 1 0

4 100 0 1 1 0

5 1.000 0 1 1 0

6 0 0 1 1 2

7 0 0 1 1 5

8 0 0 1 1 10
9 0 0 1 1 100
10 50 0,025 1 1 0

Las determinaciones de las actividades enzimaticas se realizaron de acuerdo con procedimientos estandar, como se
indica en SOP PC001.
Las concentraciones de proteina se determinaron mediante mediciones a una ODazgo (&recap 1,01mL/mg/cm OD2gp)

Resultados
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Tabla 3: actividad de las diferentes fosfatasas alcalinas en las condiciones especificadas en la Tabla 2.
sALPI-ALPP-CD LVL-RecAP
Diluyente t=0 t=2 t=24 |t=0 t=2 t=24

1 45,7 53,3 50 60,7 59,8 57,4
2 48,2 53,8 51,6 |57,7 57,2 58,1
3 47,3 54,4 51,6 |57,7 54,2 52,9
4 46,1 52 53,4 |55,3 53,7 55,7
5 48,2 51,2 52,2 56,7 56,3 54,7
6 46,9 24,2 18,7 |57,6 54,2 |37,7*
7 47 23,6 204 57,6 52,1* |38,9*
8 45 23,2 17,2  |56,8 50,3* |35,8*
9 50,9 22,5 16,2 |55,6 46,5* |31,2*
10 47,3 55,1 53,6 62,7 57,5 55,4

Como se muestra claramente en la Tabla 3, LVL-RecAP es considerablemente mas estable (es decir, muestra mas
actividad enzimatica residual, indicada por valores con asteriscos) en presencia de un agente quelante metalico (EDTA)
que CD sALPI-ALPP, implicando menos dependencia de Zn?* para su actividad.

Ejemplo 2

Estabilidad de LVL-RecAP en regulador

Materiales:

Fosfatasas alcalinas recombinantes humanas:

1. sALPI-ALPP-CD (DOM: 4 de Agosto de 2008)
2. LVL-recAP (DOM: 14 de octubre de 2011)

Métodos

En un segundo experimento independiente, se probaron la estabilidad de sALPI-ALPP-CD y LVL-recAP para varias
condiciones como se indica en la tabla 4.

Para ambos lotes de AP recombinante en este experimento, se prepararon soluciones de proteina de 100 pg/mL en
regulador de glicina 0,025 M, pH 9,6, suero humano y plasma de citrato humano para cada condicién de regulador para
determinar la estabilidad.

Todas las muestras AP recombinantes preparadas se incubaron a 37°C y se analizaron para actividad enzimaticaa T =
0,T=0,5h,T=1h,T=2hyT=24h.

Tabla 4: Condiciones de los lotes de fosfatasa alcalina recombinante sALPI-ALPP-CD y LVL-recAP en regulador de
glicina para determinar su estabilidad (actividad retenida) en presencia/ausencia de zinc y la influencia de un quelante

(EDTA o citrato).

Condicién Zn (mM) BSA % Mg (mM) Manitol (%) EDTA (mM)

1 0 0 1 1 0

2 0 0 1 1 2

3 0 0 1 1 10

4 0 0 1 1 100

8 50 0,025 1 1 0
Resultados

Tabla 5 -actividad de las diferentes fosfatasas alcalinas en las condiciones que se especifican en la Tabla 4.

Condicién LVL-recAP SALPI-ALPP-CD
t=0 t=05|t=1 [t=2 |t=24 t=0 | t=0,5 | t=1 t=2 t =240
1 55,1 57,7 54,9 | 552 | 55,8 63 52,5 53,8 53,8 55,2
2 59,5 52,5 52 51,6* | 37,7* 56,5 | 48 51,6 36,3 23,3
3 50,9 53,5 51,6 | 49,2 | 352* 3,3 44,7 43,7 32,9 18,9
4 49,3 43,9 48,7 | 41,3" | 24,2* 49,8 | 37,9 34,6 29,4 13,3
8 12,2 49,3 53,9 | 53,1 52,1 55,9 | 56 57,9 57,5 56

Las determinaciones de las actividades enzimaticas se realizaron de acuerdo con SOP PCO001. Las concentraciones de
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proteina se determinaron mediante mediciones de ODygo (erecAP 1,01 mL/mg/cm ODogg).

Como se muestra claramente en la Tabla 5 y en linea con los resultados en la Tabla 3, LVL-RecAP es considerablemente
mas estable en presencia de un agente quelante metalico (EDTA) que CD sALPI-ALPP (como se indica mediante valores
con asteriscos), implicando menos dependencia de Zn?* para su actividad.

Ejemplo 3

Estabilidad al calor y cinética de PLP de LVL-RecAP
Métodos

Expresion de proteina

Se construyeron plasmidos de expresion que contenian sALPI-PLAP-CD y LVL-RecAP secretados marcados con epitopo
FLAG como se describio previamente (Kozlenkov et al., J Biol Chem 277, 22992-22999 (2002) y Kozlenkov et al., J. Bone.
Miner. Res. 19, 1862-1872 (2004)). Las enzimas marcadas con FLAG se transfectaron transitoriamente en células COS-
1 mediante electroporacion, luego se cultivaron en medio DMEM durante 24 h, como se describi6 previamente (Narisawa
et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 293, G1068-1077 (2007)) cuando el medio fue reemplazado por Opti-
MEM libre de suero (Life Technologies). Las proteinas secretadas que contenian Opti-MEM se recogieron 60 horas
después de la transfeccion, luego se filtraron a través de un filiro de acetato de celulosa de 2 ym y se dializaron frente a
TBS que contenia MgClz 1 mM y ZnCl, 20 pM.

Cinética enzimatica

Para medir las actividades cataliticas relativas de las enzimas marcadas con FLAG, las placas de microtitulacion se
recubrieron con anticuerpo anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich) a 0,2-0,6 ug mL". Estas placas se incubaron con
concentraciones saturantes de LVL-RecAP o sALPI-PLAP marcadas con FLAG durante 3 horas a temperatura ambiente,
después de lo cual las placas se lavaron con PBS, que contenia 0,008% de Tween-80 y las actividades relativas para
PLP se compararon para las enzimas saturadas con M2

Se midio la hidrdlisis del sustrato fisioldgico piridoxal-5'-fosfato (PLP) (Sigma-Aldrich) a pH 7,4 en regulador de ensayo
estandar (regulador Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl; 1 mM y ZnCl, 20 pM). La concentracion de fosfato liberado se
determiné usando P; ColorLock Gold (Innova Biosciences) midiendo la absorbancia a 650 nm (Asso). Las curvas estandar
construidas para concentraciones crecientes de fosfato fueron lineales entre 0-50 uM y todos los experimentos se
disefiaron para estar dentro de este rango de concentraciones de fosfato hidrolizado. Se calcularon las velocidades de
reaccion molares, expresadas como [Pi]s™ para el intervalo de concentracion de sustrato indicado y se ajustaron a un
modelo del sitio de union Unica (GraphPad Prism) frente a [sustrato] para calcular Ky, (no se aplicaron los graficos de
Lineweaver-Burk, debido a la falta de precision de las conversiones reciprocas a concentraciones de sustrato muy bajas).

Se us6 una concentracion de sustrato para PLP de 400 uM. La concentracion de enzima soluble fue aproximadamente 1
nM y los tiempos de incubacion variaron entre 15 y 30 minutos, dependiendo de la eficacia catalitica para cada enzima.
Para asegurar las condiciones de estado estacionario y corregir las sefiales de sustrato no especificas en el método P;
ColorLock Gold, se resta una lectura temprana (a 5 min) de la lectura posterior, y se midié AAsso en la curva estandar P;
correspondiente, construida para cada experimento por separado. Todos los experimentos se llevaron a cabo de tres a
cinco veces y las constantes derivadas se informaron como la media + SE.

Para medir la estabilidad térmica, las enzimas marcadas con FLAG se incubaron a 65°C en DEA 1 M (pH 9,8) que contenia
MgCl> 1 mMy ZnCl, 20 uM. Las muestras se removieron en diferentes momentos y se colocaron en hielo, luego se midié
la actividad residual usando pNPP de acuerdo con el siguiente método: la actividad de las enzimas unidas se midié6 como
la absorbancia a 405 nm (A4gs) en funcion del tiempo a 25°C, usando pNPP (10 mM) como sustrato, a pH 7,4 en regulador
Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, que contiene MgCl, 1 mM y ZnCl; 20 uyM. Las enzimas también se incubaron en este
regulador durante 10 min a temperaturas crecientes (25-100°C) y la actividad residual se midié de la misma manera.

Resultados

Produccién de enzimas marcadas con FLAG

Para comparar las propiedades cinéticas de LVL-RecAP con sALPI-PLAP, se afiadié una secuencia de marcaciéon con
FLAG a ambos ADNc, como se hizo previamente para estudiar comparativamente PLAP y TNAP (Kozlenkov et al., J Biol
Chem 277, 22992-22999 (2002) y Kozlenkov et al., J. Bone Miner. Res. 19, 1862-1872 (2004)). Los ADNc se expresaron
en células COS-1 y se recupero el sobrenadante del cultivo que contenia enzimas secretadas. El éxito de la expresion y
la recuperacion se confirmaron mediante analisis de transferencia Western del anticuerpo anti-FLAG.

Parametros cinéticos con sustratos fisiolégicos
Se investigaron las propiedades fosfohidrolasa de LVL-RecAP y sALPI-PLAP para sustratos fisioldgicos implicados en
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inflamacion y convulsiones, especificamente la vitamina B6 vitamero PLP. LVL-RecAP mostré un Ky, mas bajo que sALPI-
PLAP (30,1 uM frente a 60,7 uM) a pH fisioldgico (7,4), lo que indica que el LVL-RecAP mejorado tiene mayor afinidad

por PLP que sALPI-PLAP a pH fisiolégico.

Estabilidad enzimatica

El impacto de las mutaciones de aminoacidos en LVL-RecAP sobre la estabilidad global de la enzima se investigd
mediante estudios de inactivacion térmica. Aunque sALPI-PLAP ya ha mejorado altamente la resistencia al calor (50% de
inactivacion a 77,8°C), LVL-RecAP fue incluso mas resistente a la inactivacion por calor (50% de inactivacion a 80,6°C).

Ejemplo 4

ES 2 684 639 T3

Distribucion farmacocinética de LVL-RecAP en ratas

Parte A: radiomarcado con yodo 125

La proteina sALPI-PLAP-CD y la proteina LVL-RecAP se marcaron radiactivamente con yodo 125 usando el
procedimiento de cloramina-T como lo describe Greenwood et al. * El principio de marcaciéon se basa en la oxidacion "in
situ" de yoduro a yodo atémico y su sustitucion nucleofilica en anillos de fenol en posicion orto del grupo hidroxilo de los

residuos de tirosina.

La proteina sALPI-PLAP se marco radioactivamente con iodo usando la técnica de Cloramina-T con el fin de obtener una

actividad especifica final de ~0,5 mCi/mg y un a concentracion final de ~1 mg/mL (NaCl al 0,9%).

* F.C Greenwood, V.M Hunter, H.G Glover, The preparation of 131llabelled growth hormone of high specific radioactivity,

Biochem. J.89 (1963) 114-123.

A.1 Materiales

Fosfatasa alcalina sALPI-PLAP (496,7 U/mg) y LVL-RecAP (624 U/mg) proporcionadas por AM-Pharma a una
concentracion de 6,34 mg/mL en 25% de glicerol p/v, Tris 5 mM, MgCl, 2 mM, ZnCl, 50 pM, pH 8,0. La proteina sALPI-

PLAP y la proteina LVL-RecAP se almacenaron a 4°C.

El radiontclido de yodo 125 se adquirio de Perkin EImer como yoduro de sodio en hidroxido de sodio 10 N (actividad

especifica: 643,8 GBg/mg, pureza del radionuclido: 99,95%).

Cloramina-T (N-cloro-p-toluenosulfonamida, PM 227,6 g/mol), acido tricloroacético, metabisulfito de sodio (PM 190,1

g/mol) y tirosina se adquirieron a través de Sigma.

Se preparo6 regulador Tris 5 mM pH 8 en el laboratorio Chelatec.

- NaCl al 0,9% fue proporcionado por Versol®.

A.2 Método

Se afiadieron sucesivamente 850 ug de proteina, aproximadamente 600 uCi de Na'?%l, 50 uL de regulador Tris y 10 uL
de cloramina-T (404,8 nmol, 50 equivalentes/proteina) en un tubo Eppendorf Lo-Bind de 1,5 mL. La reaccién se dejo en
agitacion durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se mezclaron 2 pL del medio de radiomarcacion con solucion de
MBS al 5% y se evalud la eficiencia de radiomarcacion mediante cromatografia en capa fina instantanea (ITLC) con TCA
al 10% como eluyente (fosfatasa alcalina en el fondo de la tira y se eluye el 125 yodo libre en la parte superior de la tira).

Después de afadir 30 pyL de solucion de tirosina (10 mg/mL en agua) a la mezcla cruda, se purificaron sALPI-PLAP
yodada y LVL-RecAP yodada mediante filtracion en gel (G10, GE Healthcare) eluido con NaCl al 0,9%. Se recogieron
fracciones de 0,2 mL de volumen en tubos de ensayo. La radioactividad en cada fraccién se midié en un contador Gamma
automatico calibrado para el radionuclido yodo 125 (Wallace Wizard 2470-Perkin Elmer). Las fracciones que contienen el
producto radioyodado deseado se combinaron. La pureza radioquimica del compuesto radiomarcado se verifico por ITLC.

A.3 Resultados y caracteristicas de la proteina sALPI-PLAP radiomarcada

La eficacia de la radiomarcado determinada por ITLC fue superior al 85% para ambas proteinas. Después de la
purificacion con G10, la pureza radiografica de la reaccion de marcacion es superior al 97% para ambas proteinas.

Las caracteristicas de la solucién de sALPI-PLAP radiomarcada después de la purificacion con G10 se resumen en la

Tabla 6.

Tabla 6: Caracteristicas de la solucion de '25-sALPI-PLAP después de purificacion

125_sALPI-PLAP

125]-LVL-RecAP

Eficiencia de marcacion (ITLC)

86,36%

85,64%
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(continuacion)

| 1%5]-sALPI-PLAP 125]- VL-RecAP
Purificacion con G10
Concentracion (mg/mL) 1,149 1,145
Actividad especifica (mCi/mg) 0,669 0,544
Actividad volumétrica (mCi/mL) 0,791 0,637
Pureza radiografica (%) 97,23 97,8

A.4 Actividad de la fosfatasa alcalina

La actividad enzimatica de sALPI-PLAP radiomarcada se evalué mediante ELISA.

Materiales

- Kit de ensayo colorimétrico de fosfatasa alcalina (referencia ab83369- lote numero: GR118166-3).
- Fosfatasa alcalina humana recombinante no marcada diluida a 0,25 mg/mL en NaCl al 0.9%

- Fosfatasa alcalina humana recombinante radiomarcada diluida a 0,25 mg/mL en NaCl al 0.9%

Protocolo

El kit Abcam usa fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) como sustrato de fosfatasa que se torna amarillo (Lambda maxima = 405
nm) cuando se desfosforila mediante AP. El kit puede detectar 10-250 yU de AP en muestras.

El ensayo colorimétrico de fosfatasa alcalina se realizdé en sALPI-PLAP sin marcar y radioyodado. El ensayo se realizé
como se describe en el protocolo proporcionado por Abcam.

Brevemente, se genero una curva estandar de 0 a 20 nmol/pozo de patrén de pNPP (volumen final: 120 pL). Se afiadieron
10 pL de solucion de enzima AP en cada pozo. En paralelo, la muestra de prueba de sALPI-PLAP se diluyé 15.000 y
8.000 veces en regulador de ensayo. Se anadieron 10 y 20 uL de cada dilucién y el volumen final se llevo a 80 uL con
regulador de ensayo. Luego, se afiadieron 50 pL de solucién de pNPP a cada pozo que contenia la muestra de prueba.

Las reacciones estandar y de muestra se incubaron 60 minutos a 25°C en la oscuridad. Todas las reacciones se detuvieron
luego con 20 pL de solucién de detencion. La OD a 405 nm se midié en un lector de microplacas.

Se trazé la curva estandar de pNP. Las lecturas de muestra se aplicaron a la curva estandar para obtener la cantidad de
pNP generada por la muestra de AP. Se puede calcular la actividad de AP de las muestras de prueba:

Actividad de sALPI-PLAP (U/mL) = A/V /T x factor de dilucién de la muestra de prueba
A: cantidad de pNP generada por las muestras (en pmol)
V: volumen de muestra agregado en el pozo de ensayo (en mL)
T: tiempo de reaccién en minutos
Actividad de sALPI-PLAP (U/mg) = actividad de sALPI -PLAP (U/mL)/concentracion de sALPI-PLAP (mg/mL)
Resultados

La Tabla 7 resume los resultados.

Tabla 7: Actividad enzimatica de sALPI-PLAP no marcada y '*°I-ALPI-PLAP

Actividad de sALPI-PLAP (U/mg)

Dilucién 1/15.000 Dilucién 1/8.000 Media
sALPI-PLAP 474,6 471,6 4731
125_sALPI-PLAP 482,6 475,3 479,0
LVL-RecAP 501,3 530,2 515,8
125 VL-RecAP 539,2 588,5 563,8

La actividad enzimatica de sALPI-PLAP no marcada y radiomarcada es similar a aproximadamente 475 U/mg. Por lo
tanto, la actividad de sALPI-PLAP no se ve comprometida por la radioyodacion utilizando cloramina-T como oxidante.

Parte B: estudio de biodistribucion de la proteina 25-sALPI-PLAP en ratas saludables
B.1 Materiales

Las caracteristicas de la cepa de rata utilizada en este estudio se presentan a continuacion:
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Especie: Ratas Sprague Dawley
Cepa: Crl CD® (SD) IGS BR
Fuente: Charles Rlver Francia

15 machos

Aproximadamente 250 g al comienzo del estudio

Cinco dias antes del tratamiento

Identificacion de la jaula con el grupo (tiempo de sacrificio).

Numero y sexo:

Rango de peso corporal/edad:
Periodo de aclimatacion:
Método de identificacion:

Manejo de animales

Cria:
Alimentacion:

Agua:
Alojamiento:

Datos ambiente:

Personal:
Seleccion:

Las ratas se alojaron en instalaciones para animales antes del tratamiento y en la sala de radioactividad
después del tratamiento.

dieta para ratas libremente disponible. Sin periodo de ayuno antes del tratamiento.

el agua del grifo fue suministrada por una botella de polipropileno y a placer.

antes del tratamiento, los animales fueron alojados en grupos de tres en jaulas de policarbonato en
condiciones estandar, identificados por una tarjeta que indica el numero de estudio, el nimero de animal,
el sexo y las fechas de inicio y final del estudio. Los animales designados para el equilibrio de excrecion
se transfirieron a jaulas de metabolismo (uno por jaula) después del tratamiento.

la temperatura se registré todos los dias. La temperatura de la habitacion estaba entre 22 y 24°C. El
ciclo de luz artificial se control6 usando un temporizador automatico (10 horas de luz, 14 horas de
oscuridad).

los asociados involucrados fueron debidamente calificados y capacitados.

los animales fueron examinados en la recepcién por el director del estudio. Solo se seleccionaron
animales sanos. Se presto especial atencion a cualquier signo de reaccion inflamatoria en los animales
(por ejemplo, absceso, inflamacion de la piel, etc.).

B.2 Solucion de dosificacion de '2%|-sALPI-PLAP y 129|-LVL-RecAP

Las soluciones yodadas de sALPI-PLAP y LVL-RecAP se diluyeron a 0,25 mg/mL en NaCl al 0,9% justo antes de la
administracion in vivo.

B.3 Diseno del estudio

El disefio del estudio se presenta en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8: Disefio del estudio para la distribucion in vivo de '2%|-sALPI-PLAP

Grupo Numero de animales | Tiempo de recoleccion de sangre Tiempo sacrificio Biodistribucion

A1 3 machos 2 min, 10 min 30 min Sangre y 6rganos
A2 3 machos 5 min, 45 min 2h Sangre y 6rganos
A3 3 machos 15 min, 4 h 6h Sangre y 6rganos
A4 3 machos 1h,3h,18h 24 h Sangre y 6rganos
A5* 3 machos NA 48 h Sangre y 6rganos

* alojado individualmente en jaulas de metabolismo con recoleccién de orinay heces alas 24 hy 48 h

Tabla 9: Disefio del estudio para la distribucion in vivo de 2%|-LVL-RecAP

Grupo Numero de animales | Tiempo de recoleccion de sangre Tiempo sacrificio Biodistribucion

B1 3 machos 2 min, 10 min 30 min Sangre y 6rganos
B2 3 machos 5 min, 45 min 2h Sangre y 6rganos
B3 3 machos 15 min, 4 h 6h Sangre y 6rganos
B4 3 machos 1h,3h,18h 24 h Sangre y 6rganos
B5* 3 machos NA 48 h Sangre y 6rganos

B.4 Administracion

En el momento del experimento, el peso medio de las ratas Sprague Dawley era de aproximadamente 240 g. Se inyectaron
ratas no anestesiadas por via intravenosa en la vena lateral de la cola (izquierda) a un nivel de dosis de 400 ug/kg
correspondiente a una cantidad de 96 ug de proteina por rata y una actividad de aproximadamente 58 uCi por rata. El
volumen de inyeccion fue de aproximadamente 380 L. Los volumenes de dosis individuales se calcularon usando el peso
corporal individual de cada rata el dia del tratamiento. Las ratas se colocaron en un dispositivo de contencién. Para dilatar
los vasos sanguineos de la cola, la cola se sumergié en agua tibia (45°C) y luego se desinfecté con alcohol. La solucion
de dosificacion se inyect6 lentamente en la vena de la cola. Para calcular la dosis real recibida por cada rata, las jeringas
se pesaron antes y después del tratamiento y se hizo el conteo de una alicuota de solucidn dosificadora en un contador

Gamma.
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B.5 Distribucion en diversos érganos

En el momento del sacrificio, los animales se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de 2,5 mL/kg de peso
corporal de una mezcla de hidrocloruro de ketamina (50 mg/mL) y clorhidrato de xilazina (20 mg/mL) en PBS. Las ratas
se sacrificaron rapidamente por desangre a través de puncion intracardiaca. Los érganos de interés se recogieron seguido
del corte en piezas para drganos que pesaban mas de 2 g, como higado, estémago, intestino delgado y colon. A
continuacion, cada pieza se enjuago con suero fisioldgico antes de ser limpiada con un pafiuelo de papel suave, se pes6
y se contd separadamente. Los organos seleccionados fueron higado, rifiones, corazén, pulmones, bazo, musculo
esquelético, fémur, cerebro, tiroides, estomago, intestino delgado con contenido, colon con contenido, piel y grasa
perirrenal.

El recuento de la radiactividad tisular se realizé en un contador gamma automatico (Wallace Wizard 2470-Perkin Elmer)
calibrado para radionucleido de yodo 125 (eficacia: 74%, tiempo de conteo: 10 segundos).

La concentracion de radiactividad en los 6rganos/tejidos se expresa como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de
tejido (% ID/g). El analisis de datos incluye el porcentaje de la dosis inyectada (% ID) y la cantidad equivalente de proteina
por 6rgano o tejido. Para érganos bien definidos, estos se calcularon usando la radioactividad contabilizada en el érgano
completo. Para la sangre, esto fue abordado suponiendo que la sangre representa el 6,4% del peso corporal total.

Ademas, se calculd la relacion entre la radioactividad retenida en los tejidos y la radioactividad en sangre (relacion de
organo/sangre). Finalmente, se calculd la relacion entre la proporcion érgano/sangre de sALPI-PLAP y la relacion
organo/sangre de LVL-RecAP (Figura 2).

B.6 Distribucién en sangre y suero de rata
Nivel radioactivo en sangre y suero

En el momento del sacrificio, las muestras de sangre se obtuvieron a partir de sangrados mediante puncion intracardiaca
en ratas anestesiadas mediante inyeccion intraperitoneal de una mezcla de hidrocloruro de ketamina y clorhidrato de
xilazina en PBS.

En los otros puntos de tiempo indicados en el disefio del estudio (tabla 8 y 9), la sangre se extrajo de la vena lateral de la
cola (derecha) usando una aguja tipo mariposa de calibre 23 sin anestesia.

Cada muestra de sangre se recogi6 en tubos de Microvette pesados previamente con activador de coagulacion (Sarstedt).
Los tubos se pesaron y la radioactividad se midié en el contador Gamma.

Las muestras de sangre se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego, se centrifugan durante 5
minutos a 10.000 g para preparar el suero. El suero se recogié en tubos previamente pesados y se conto en el contador
Gamma.

La concentracion de radioactividad en sangre y suero se expresa como porcentaje de la dosis inyectada y cantidad
equivalente de sALPI-PLAP por mL.
El analisis de los datos incluye el porcentaje de la inyeccion calculada para el total de sangre y suero.

Las tablas 10 y 11 muestran la relacion de radioactividad medida en diferentes érganos en relacién con la radioactividad
del suero sanguineo de sALPI-PLAP y LVL-RecAP, respectivamente. La Figura 2 muestra la relacion de la relacion
organo/sangre de LVL-RecAP con respecto a la relacion de 6rgano/sangre sALPI-PLAP. Una relacién de 2, por ejemplo,
indica que LVL-RecAP se dirige al érgano indicado dos veces mas que sALPI-PLAP. Las relaciones mas altas indican
ademas que se encuentra relativamente mas actividad de LVL-RecAP en un érgano particular cuando se usa la misma
dosis.

Tabla 10: Relaciéon de érganos/sangre para sALPI-PLAP

Organos

0,5H

2H

6 H

24 H

48 H

Tiroides/Traquea

0,1624 + 0,0157

4,6771 +£0,4433

31,745+ 5,175

208,16 £ 23,74

733,85 +£79,16

Piel

0,0307 + 0,0035

0,2842 + 0,0134

0,4661 +0,1617

0,9448 + 0,2565

1,0787 £ 0,3686

Rifones

0,2076 + 0,0011

0,3438 + 0,0310

0,3535 +0,0219

0,3250 + 0,0467

0,4299 + 0,0219

Estdbmago

0,0446 + 0,0016

1,0699 £ 0,1665

3,0622 + 0,6977

1,4478 £ 0,1200

3,5819 £ 0,9018

Baso

0,5388 + 0,0796

0,4133 £ 0,0322

0,2880 + 0,0283

0,2256 + 0,0270

0,2273 + 0,0254

Higado

5,2403 £ 0,1943

1,9917 £ 0,0347

0,4811 £ 0,0877

0,3219 + 0,0325

0,4676 + 0,0295

Corazén

0,1824 + 0,0136

0,2259 + 0,0198

0,2605 + 0,0217

0,2791 £ 0,0387

0,2809 + 0,0165

Pulmones

0,1777 £0,0119

0,2767 £ 0,0318

0,3397 + 0,0730

0,3833 + 0,0091

0,3937 + 0,0251

Musculo esquelético

0,0334 + 0,0033

0,0978 + 0,0193

0,0842 +0,0178

0,0876 + 0,0038

0,0947 + 0,0150

Grasa

0,0095 + 0,0023

0,0261 + 0,0070

0,0509 + 0,0111

0,0615 + 0,0065

0,0874 + 0,0153

Cerebro

0,0160 + 0,0031

0,0257 + 0,0011

0,0213 + 0,0011

0,0253 + 0,0025

0,0408 + 0,0063

Fémur

0,1886 + 0,0217

0,1991 £ 0,0131

0,1901 + 0,0155

0,1602 + 0,0119

0,1612 + 0,0132
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(continuacion)

Organos

05H

2H

6 H

24 H

48 H

Intestino delgado

0,1882 + 0,0247

0,8440 + 0,1896

1,1055 £ 0,0827

1,0729 £ 0,1268

0,6329 + 0,1044

Colon

0,0227 + 0,0028

0,0777 + 00,0077

0,4150 + 0,0489

0,3473 + 0,0596

0,3991 + 0,0964

Tabla 11-Relacion de érganos/sangre para LVL-RecAP

Organos

05H

2H

6 H

24 H

48 H

Tiroides/Traquea

0,5934 + 0,0892

7,3638 + 1,5049

52,934 + 13,475

462,83 £ 34,395

1075,2 £ 118,65

Piel

0,0942 + 0,0012

0,4110 £ 0,0485

0,6843 + 00,0810

1,2130 £ 0,1243

1,9213 £ 0,8965

Rifones

0,5793 £ 0,0187

0,6425 + 0,0555

0,6428 + 0,0098

0,8238 + 0,0826

1,2481 £ 0,1089

Estdomago

0,2262 + 0,1021

1,5983 £ 0,3099

6,2917 + 3,5698

3,0042 +1,2012

0,9930 + 0,3279

Baso

2,2771 £0,1172

1,0977 £0,1190

0,5831 + 0,0292

0,3673 + 0,0796

0,3623 + 0,0429

Higado

7,6513 £ 0,9295

3,8409 + 0,0277

0,6131 £ 0,0900

0,5869 + 0,0967

0,7940 + 0,0133

Corazén

0,2030 + 0,0105

0,2762 + 0,0096

0,2780 + 0,0316

0,2630 + 0,0138

0,3144 + 0,0023

Pulmones

0,3007 + 0,0201

0,3740 + 0,0446

0,4332 £ 0,0111

0,3966 + 0,0235

0,4515 + 0,0220

Musculo esquelético

0,0462 + 0,0072

0,0997 + 0,0142

0,1036 + 0,0251

0,0784 + 00,0113

0,0953 + 0,0080

Grasa

0,0298 + 0,0078

0,0380 + 0,0063

0,0495 + 0,0034

0,0781 + 0,0155

0,0970 + 0,0245

Cerebro

0,0261 + 0,0052

0,0389 + 0,0085

0,0253 + 0,0028

0,0288 + 0,0016

0,0646 + 0,0100

Fémur

0,3764 + 0,0102

0,2973 + 0,0098

0,2460 + 0,0149

0,1804 + 0,0325

0,1746 + 0,0370

Intestino delgado

0,1573 + 0,0049

0,5625 + 0,0393

1,0308 £ 0,1134

0,9402 + 0,0935

0,6612 + 0,1003

Colon

0,0361 + 0,0047

0,1049 + 0,0271

0,3658 + 0,0693

0,5353 + 0,1967

0,4787 £ 0,0712

Ejemplo 5

Modelo de ratén Akp27- de hipofosfatasia en nifios

El modelo de ratones Akp2”- de hipofosfatasia en nifios es conocido en la técnica (J Dent Res 90 (4): 470-476, 2011). En
resumen, los ratones Akp2”- se crearon mediante la insercion del casete Neo en el exon 6 del gen TNALP de raton (Akp2)
mediante recombinacién homadloga para inactivar funcionalmente el gen Akp2, dando como resultado ARNm o proteina
TNALP no detectable.

Los procedimientos de uso de animales y recoleccién de tejidos siguieron protocolos aprobados por el Comité de Etica
Animal del Instituto de Investigacion Médica Sanford-Burnham. Los animales se trataron con vehiculo (N = 10), 1 mg de
LVL-RecAP/kg/dia (N = 10); 8 mg de LVL-RecAP/kg/dia (N = 8) o 16 mg de LVL-RecAP/kg/dia (N = 10). Se midi6 la
supervivencia y se evaluo el desarrollo esquelético. Se evalud la mineralizacién de los rifiones. Se midieron los niveles de
PPi en plasma, piridoxal en plasma, calcio y fosfato en plasma, se midi6 la longitud del fémur y/o la tibia para los diferentes
grupos de tratamiento. Los datos de MicroCT se recopilaron para el analisis de la hiperosteodosis residual a cada dosis.

Resultados

- Mayor supervivencia a largo plazo para animales tratados a 16 mg/kg/dia (Figura 3).

- Hubo un rescate (incompleto) del defecto esquelético en los huesos largos incluso a la dosis mas alta (datos no
mostrados).

- Hubo algun rescate en el fenotipo dental (datos no mostrados).

- Parece haber rescate de craneosinostosis (datos no mostrados, por confirmar).

- El trabajo en los rifiones todavia esta en curso. Hubo indicacién de minerales en los rifiones de ratones no tratados y
menos minerales en los rifiones de los ratones tratados (datos no mostrados).

Ejemplo 6

Reperfusiéon isquémica en un modelo de rifidn de cerdo

Materiales y Métodos

Informacion del articulo de vehiculo, control y prueba

Preparacion del articulo de control y prueba

El articulo de control reciente, solucion diluyente de LVL-RecAP (placebo), se prepard para usar en el estudio antes de
cada administracion de dosis y se almacené refrigerado a una temperatura de 2 a 8°C cuando no se usaba.

El articulo de prueba, LVL-RecAP, se utilizo tal como se recibi6. No se realizé ningun ajuste para la pureza cuando se
prepararon las formulaciones de los articulos de ensayo. Las formulaciones del articulo de prueba se prepararon
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mezclando con el volumen apropiado de solucion salina estéril para alcanzar concentraciones nominales de 0, 0,96 0 4,8
mg/mL. Las formulaciones se prepararon antes de cada administracion de dosis bajo una campana de flujo laminar usando
equipo estéril y técnicas asépticas. Las formulaciones se dispensaron en el nimero apropiado de botellas de suero de
vidrio de color ambar, se mantuvieron en hielo antes de su uso y se usaron para la dosificacion dentro de las 2 horas de
la preparacion. En ocasiones, se hicieron preparaciones adicionales segun fue necesario durante el curso del estudio.

Analisis de formulaciones de dosificacion

Se recogieron muestras por duplicado de 0,5 mL de la formulacion de dosificacion final antes de la dosificacion cada dia
de preparacion el Dia 0 (Grupos 3 a 7) y el Dia 7 (Grupo 7). Las muestras se obtuvieron de los estratos medios y se
almacenaron congeladas (-50 a -90°C) para un posible analisis futuro.

Informacién del sistema de prueba

Adquisicién y Aclimatacion Animal

Se recibieron cerdos cruzados Yorkshire domésticos experimentalmente sin modificar machos (cerdos de granja)
(aproximadamente de 8 a 10 semanas de edad, en el momento de la recepcion) de Midwest Research Swine, Gibbon,
Minnesota. Durante el periodo de aclimatacion de 10 a 28 dias, los animales se observaron diariamente con respecto al
estado general de salud y cualquier signo de enfermedad. Se realizaron evaluaciones de huevos y parasitos en muestras
de heces, y todos los resultados fueron negativos para los animales que se colocaron en estudio.

Aleatorizacion, Asignacion para el estudio y mantenimiento

Usando procedimientos separados de aleatorizacion simple, los animales (que pesaban 12,5 a 25,0 kg en el momento de
la aleatorizacion) fueron asignados a los grupos de control y tratamiento identificados en la siguiente Tabla 12.

Tabla 12: Asignacion de grupos

Numero de animales machos 2
Numero de grupos Nivel de dosis Inicial Evaluado
1 Control 7 6
2 Simulado P 7 6
5 0,32 mg/kg 7 6
6 1,6 mg/kg 7 7
7 0,32 mg/kg/dia © 7 7

@ En el dia 0, los animales se sometieron a un procedimiento quirdrgico durante el cual se extrajo el rifién izquierdo o
derecho y se ocluy6 la arteria renal contralateral durante 45 minutos. Después de la oclusion, se permitié la reperfusion
del vaso. Siete animales fueron sometidos a cirugia en cada grupo con la intencién de lograr seis animales en estudio.
b Los animales simulados se sometieron al procedimiento quirdrgico durante el cual se extrajo el rifion izquierdo. Sin
embargo, la oclusién renal y la reperfusion no se realizaron.

¢ En el dia 0, la mitad de la dosis se administré antes de la reperfusion y la mitad restante de la dosis se administré a
las 8 2 horas después de la reperfusion. Se administré una dosis completa diariamente durante el resto del periodo
de vida.

Los animales seleccionados para el estudio fueron tan uniformes en edad y peso como fue posible. Un veterinario evalué
la salud de los animales antes de la colocacion en el estudio. Los animales extra obtenidos para el estudio, pero no
colocados en el estudio, se transfirieron a la colonia madre.

A cada animal se le asign6 un nimero de animal utilizado en el sistema de recoleccion de datos ProvantisMR y se le
implantd un microchip que llevaba un nimero de identificacion Unico. Cada animal también fue identificado por una
etiqueta de oreja del vendedor. El nimero de animal individual, el nimero de implante, el nimero de etiqueta de oreja y
el numero de estudio comprendian una identificacion Unica para cada animal. Cada jaula se identifico por el nimero de
animal, nimero de estudio, nimero de grupo y sexo.

Los animales se alojaron individualmente en sitios con piso elevado o jaulas moviles de acero inoxidable con piso revestido
de plastico. Este tipo de alojamiento proporcion6 un espacio adecuado para el ejercicio de estos animales. El
enriguecimiento animal fue proporcionado de acuerdo con MPI Research SOP. Se proporcioné iluminacién fluorescente
durante aproximadamente 12 horas por dia. El ciclo oscuro se interrumpié intermitentemente debido a las actividades
relacionadas con el estudio. La temperatura y la humedad se monitorearon, registraron y mantuvieron continuamente en
la medida de lo posible dentro de los intervalos designados por el protocolo de 61 a 81°F y 30 a 70%, de humedad
respectivamente. Los hallazgos actuales de temperatura y humedad no se informan, pero se mantienen en el archivo de
estudio.

Se ofrecio dieta (Certified Lab Diet® # 5K99, PMI Nutrition International, Inc.) mediante alimentaciones limitadas, excepto
durante los periodos designados. El enriquecimiento de los alimentos, incluidos los trozos de fibra o comprimidos, se
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ofrecié segun fuera necesario.
Procedimientos quirurgicos
Medicamentos relacionados con el procedimiento

La siguiente Tabla 13 a continuacion presenta los medicamentos relacionados con el procedimiento y los niveles de dosis
usados durante el curso del estudio.

Tabla 13: Medicamentos y niveles de medicacion relacionados con el procedimiento
Intervalo, nivel de dosis, y ruta
Medicacion Cirugia (dia 0) Posterior a la cirugia en forma diaria
Maleato de acepromazina 0,1 mg/kg IM -
Sulfato de atropina 0,05 mg/kg IM -
Telazol 5 a 8 mg/kg IM -
Isofluorano Para efectuar por inhalaciéon -
Buprenorfina 0,02 mg/kg IM TID 0,02 mg/kg IM TID x 3 dias
Ketoprofeno 3 mg/kg IM 3 mg/kg IM SID x 3 dias
Cefazolina 25 mg/kg IV -
Ceftiofur 2,2 mg/kg IM 2,2 mg/kg IM SID x 3 dias
Solucion de Ringer Lactato (LRS) 10 a 15 mL/kg/h IV -
Marcaina 2 mg/kg INF -
NaCl al 0,9% segun sea necesario para irrigacion -
IV - Intravenosa INF - Infundido en la incision TID - dos veces al dia (cada 6 a 9 horas)
IM - Intramuscular SID - Una vez al dia

Se llevaron a cabo procedimientos pre y postoperatorios de acuerdo con MPI Research SOP. Los animales se dejaron en
ayunas durante al menos 8 horas antes de la cirugia y la anestesia se indujo y se mantuvo como se indica en la Tabla 13.
La temperatura corporal se mantuvo a 37 + 3°C. Antes de la cirugia, se realizaron ecografias para determinar si habia
quistes renales. Si no se observaron quistes, se extrajo el rifidn izquierdo y se traté el rifidn derecho como se describe a
continuacion. Si los quistes estaban presentes en un rifidn, ese rifidn se elimind y el rifidn contralateral se sometio al
procedimiento de oclusion. Si los quistes estaban presentes en ambos rifiones, el animal fue retirado del estudio sin
someterse al procedimiento quirdrgico.

Procedimiento quirdrgico

Se indujo una lesion de isquemia/reperfusion renal usando el procedimiento publicado por Lee et al., (J. Vet. Med. Sci 72
(1): 127-130). Una vez anestesiados, todos los animales se colocaron en decubito dorsal y los sitios quirirgicos se
prepararon con toallitas alternas de exfoliante y solucion de clorhexidina. Se realizé una laparotomia en la linea media
para exponer ambos rifiones. Segun los hallazgos ecograficos, se retird el rifidn izquierdo o derecho.

Para los animales del Grupo 2 (Simulacion), las esponjas insertadas se retiraron y se tomaron en cuenta y se lavo el
abdomen con cloruro de sodio tibio. El abdomen se cerrd de manera rutinaria y la piel se cerré con grapas para la piel y
pegamento tisular. Luego se permitié que los animales se recuperaran.

Para todos los demas animales, después de la remocion del rifién designado, los vasos renales restantes se aislaron y
retrajeron usando bucles de vaso. Los bucles de los vasos se usaron para ocluir los vasos durante 45 (+ 1) minutos,
después de lo cual se permitié la reperfusion de los vasos. Se administré una dosis de bolo intravenoso del articulo de
control o prueba a un volumen de dosis de 0,333 mL/kg (se administré la mitad de la dosis de 0,167 mL/kg a animales del
Grupo 7) justo antes de la reperfusion. Para todos los animales del grupo 1, 5y 6 (control, 0,32 y 1,6 mg/kg), se retiraron
luego las esponjas implantadas y contabilizadas, el abdomen se lavd y se cerré como se describié anteriormente, y se
permitié que los animales se recuperaran. Para todos los animales del Grupo 7 (0,32 mg/kg/dia), se realizé una incision
en la ingle y se aisl6 la vena femoral izquierda o derecha. Se hizo avanzar un catéter en el vaso y el catéter se tunelizd
debajo de la piel y se exteriorizé a través de una incision realizada en el térax. Se adjuntd un puerto y se anclé al musculo
con sutura no absorbible. Las esponjas implantadas fueron luego retiradas y contabilizadas, el abdomen fue lavado y
cerrado como se describié anteriormente, y se permitié que los animales se recuperaran.

Administraciéon de articulos de prueba o control

El dia 0, el articulo de control o prueba se administrd por via intravenosa a todos los animales del Grupo 1, 5y 6 justo
antes de la reperfusion a una dosis completa de 0, 0,32 y 1,6 mg/kg, respectivamente. Todas las dosis se administraron
a un volumen de dosis de 0,333 mL/kg. También el dia 0, el articulo de prueba se administré por via intravenosa a todos
los animales del Grupo 7 a un nivel de dosis combinada de 0,32 mg/kg en dos medias dosis separadas de 0,16 mg/kg a
un volumen de dosis de 0,167 mL/kg. La primera dosis se administro justo antes de la reperfusion y la segunda dosis se
administré aproximadamente a las 8 (+ 2) horas después de la reperfusion. Se administraron dosis completas de 0,32

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 684 639 T3

mg/kg/dia (0,333 mL/kg) a todos los animales del Grupo 7 los Dias 1 a 7 aproximadamente a la misma hora del dia que
la dosis inicial del Dia O (+ 2 horas).

Estadistica

La Tabla 14 a continuacion define el conjunto de comparaciones utilizadas en los analisis estadisticos descritos en esta

seccion.
Tabla 14: Tabla de comparaciones estadisticas
Grupo de referencia Grupos de comparacion
1 2,5,6,7
2 56,7
5 7

Los datos sin procesar se tabularon dentro de cada intervalo de tiempo, y se calcularon la media y la desviacién estandar
para cada punto final y grupo. Para las concentraciones séricas de creatinina, los grupos de tratamiento se compararon
con los grupos de referencia usando el analisis de medidas repetidas de covarianza (RMANCOVA).

Analisis de medidas repetidas de covarianza (RMANCOVA)

Para los puntos finales medidos a tres o mas intervalos de tiempo posteriores a la prueba, se realizé un analisis de
medidas repetidas (modelo mixto). Para cada punto final, el modelo probd los efectos del tratamiento, el tiempo y la
interaccion del tratamiento y el tiempo. Los datos previos a la prueba (Ultima medicion antes de la dosificacion) se
incluyeron en el modelo como covariables.

Si no hubo tratamiento significativo (p > 0,05) por interaccion de tiempo, se evaluo el efecto principal del tratamiento. Si
el efecto del tratamiento no fue significativo (p > 0,05), los resultados se consideraron no significativos y no se realizaron
analisis adicionales sobre la variable. Si el efecto del tratamiento fue significativo (p < 0,05), se construyeron contrastes
lineales para la comparacion por pares de cada grupo de tratamiento con el grupo de referencia. Si la interaccion fue
significativa (p < 0,05), cada grupo de tratamiento se comparé con el grupo de referencia apropiado a través del efecto
simple de 'tratamiento’ para cada punto de tiempo. Estas comparaciones por pares de efecto simple se obtuvieron a partir
de la interaccion de 'tratamiento por tiempo'.

Los resultados de todas las comparaciones por pares se informan a los niveles de significancia de 0,05y 0,01. Todas las
pruebas fueron de dos colas.

Resultados

Creatinina en suero

Como se muestra en la Figura 4, hubo elevaciones leves a moderadas de creatinina en todos los intervalos, con respecto
a los valores previos a la prueba. La creatinina tiende a aumentar al maximo a las 24 horas después de la reperfusion, y
luego disminuye gradualmente en intervalos posteriores. Los cambios en la creatinina fueron consistentes con una
reduccion de la filtracion glomerular posterior a una lesion renal relacionada con el procedimiento (datos no mostrados).
En la mayoria de los grupos de tratamiento, y en la mayoria de los intervalos, la administracion del articulo de prueba
tendié a atenuar las elevaciones de la creatinina relacionadas con el procedimiento, mostrando el efecto protector de LVL-
RecAP.

Como se ilustra en la Figura 5, hubo aumentos dependientes de la dosis en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en
todos los grupos de tratamiento que recibieron el articulo de prueba a las 24 horas después de la reperfusion, con respecto
a los valores previos a la prueba. La actividad de ALP disminuyd gradualmente en los grupos de tratamiento que recibieron
< 1,6 mg/kg, pero continué aumentando progresivamente en los animales que recibieron 0,32 mg/kg/dia.

Ejemplo 7

Pruebas de seguridad en humanos

Material y métodos

Objetivos:

Evaluar la seguridad y tolerabilidad de dosis Unicas y multiples de fosfatasa alcalina recombinante mejorada (LVL-recAP)
administrada por infusién intravenosa (i.v.) en sujetos sanos.

Determinar la farmacocinética (PK) de LVL-recAP después de infusion i.v. de dosis Unicas y multiples de LVL-recAP en
sujetos sanos.
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Disefo y tratamientos

Este es un estudio de 2 partes en un solo centro en un numero planificado de 50 sujetos sanos. La Parte A sera un estudio
aleatorizado, doblemente ciego, controlado con placebo, de dosis Unica ascendente (SAD) en hasta 4 grupos secuenciales
de 8 sujetos masculinos y femeninos sanos (6 en LVL-recAP y 2 en placebo). Se intentara incluir en cada grupo de
tratamiento un ndmero igual de sujetos masculinos y femeninos, con un minimo de 2 y un maximo de 4 sujetos femeninos
por grupo. Se administrara una sola dosis de LVL-recAP o placebo mediante 1 hora de infusion i.v. La Parte B sera un
estudio aleatorizado, doblemente ciego, controlado con placebo, de dosis ascendente multiple (MAD) en hasta 2 grupos
de 9 sujetos sanos de ambos sexos (6 en LVL-recAP y 3 en placebo). Se intentara incluir en cada grupo de tratamiento
un numero igual de sujetos masculinos y femeninos, con un minimo de 2 y un maximo de 4 sujetos femeninos por grupo.
Los sujetos recibiran 1 hora i.v. infusion de LVL-recAP o placebo en los dias 1, 3y 5.

Se administraran los siguientes tratamientos:

Parte A

Grupo 1: infusion durante 1 hora de 200 U/kg de LVL-recAP
Grupo 2: infusion durante 1 hora de 500 U/kg de LVL-recAP
Grupo 3: infusion durante 1 hora de 1.000 U/kg de LVL-recAP
Grupo 4: infusion durante 1 hora de 2.000 U/kg LVL-recAP
Parte B

Grupo 5: infusiones durante 1 hora de 500 U/kg de LVL-recAP en los dias 1,2y 3
Grupo 6: infusiones durante 1 hora de 1.000 U/kg de LVL-recAP enlos dias 1,2y 3

Después de completar el Dia 9 del Grupo 1y el Dia 4 del Grupo 2 de la Parte A, se realizara una evaluacion PK provisional.

Dependiendo de los resultados, los programas de infusion y muestreo PK pueden ajustarse para los grupos SAD y MAD
restantes.

En este primer estudio en humanos, los sujetos que participan en el nivel de dosis mas bajo en la Parte A (Grupo 1) se
dosificaran de acuerdo con un disefio de dosificacion centinela para garantizar un riesgo minimo. Esto significa que
inicialmente se dosificaran dos sujetos. Uno de estos sujetos recibira la medicacion activa LVL-recAP y el otro sujeto
recibira placebo. Si los resultados de seguridad y tolerabilidad de las primeras 24 horas después de la dosificacion para
los sujetos iniciales son aceptables para el Investigador Principal, los otros 6 sujetos del nivel de dosis mas bajo se
dosificaran de forma aleatoria controlada con placebo (5 activos y 1 con placebo).

Periodo de observacion

Parte A: desde el Dia -1 hasta las 48 horas (Dia 3) después de la administracion del farmaco. Visitas cortas y ambulatorias
al centro de investigacion clinica los Dias 4, 6,9y 15

Parte B: desde el Dia -1 hasta las 48 horas (Dia 7) después de la ultima administracion del medicamento.

Las visitas ambulatorias cortas al centro de investigacion clinica en los Dias 8, 10, 13 y 19 se evaluaran los sujetos para
determinar su elegibilidad dentro de las 3 semanas previas a la (primera) administracion del medicamento de cada grupo
del estudio.

Los examenes de seguimiento se llevaran a cabo el Dia 15 (Parte A) y el Dia 19 (Parte B).

Sujetos

Parte A: 32 sujetos masculinos y femeninos sanos
Parte B: 18 sujetos masculinos y femeninos sanos

Principales criterios para la inclusiéon

Género: masculino o femenino

Edad: 18-55 afos, inclusive

Indice de Masa Corporal (IMC): 18,0-30,0 kg/m2, inclusive
Farmaco en estudio

Farmaco activo

Sustancia activa: LVL-recAP, una forma recombinante mejorada de fosfatasa alcalina humana enddégena (AP)
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Actividad: una enzima hidrolasa responsable de la desfosforilacion de monoésteres de acido fosférico
Indicacion: lesion renal aguda

Concentracion: 600, 1500, 3000 y 6000 U/mL

Forma de dosificacion: infusion i.v.

Fabricante: farmacia de PARA

Placebo

Sustancia: citrato 20 mM, sorbitol 250 mM, MgCl, 2 mM, ZnCl; 50 pM, pH 7,0

Actividad: ninguna

Indicacion: no aplicable

Concentracion: no aplicable

Forma de dosificacion: infusion i.v.

Fabricante: Nova Laboratories Ltd, Gloucester Crescent, Wigston, Leicester, LE18 4YL, Reino Unido

Criterios para la evaluacion

Seguridad: eventos adversos (AE), signos vitales (incluyendo presion arterial sistdlica y diastdlica supina, pulso,
temperatura corporal, frecuencia respiratoria), electrocardiograma de 12 derivaciones (ECG), monitoreo cardiaco continuo
(telemetria), ensayos de laboratorio clinico (incluida la quimica clinica [ AP se considera un parametro PK], hematologia
y analisis de orina), examen fisico y anticuerpos antifarmacos (ADA)

Farmacocinética: parametros PK basados en el analisis de las concentraciones en suero de la actividad de LVL-recAP y
AP.

Resultados

Los periodos de dosificacion y tiempo de observacion para todos los grupos de dosificacion se han completado y no se
observaron eventos adversos graves en ninguno de los grupos. El andlisis de todos los parametros medidos esta en
curso.

Ejemplo 8
Materiales y métodos
Ratones

La generacion y caracterizacion de los ratones Alpl- ha sido reportada previamente (Narisawa et al., 1997). Los ratones
Alpl”- fenocopia HPP en nifios, incluyendo la deficiencia global de TNAP, acumulacion de PP; y defectos de mineralizacion
(Fedde et al., 1999; Narisawa et al., 2001; Anderson et al., 2004; Millan et al., 2008). La suplementacion dietética con
vitamina B6 suprime brevemente las convulsiones y extiende la vida hasta los dias 18-22 después del nacimiento, pero
la hipomineralizacion y la acumulacion de osteoide continian empeorando con la edad (Narisawa et al., 1997; Fedde et
al., 1999; Narisawa et al., 2001; Millan et al., 2008). Por lo tanto, todos los animales (criadores, madres que amamantan,
cachorros y destetados) en este estudio tuvieron acceso libre a la dieta de roedores de laboratorio modificada 5001 que
contenia niveles aumentados (325 ppm) de piridoxina. La genotipificacion se realizé por PCR en ADN genémico como se
describié previamente (Yadav et al., 2011). El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) aprob6 todos
los estudios en animales.

Fosfatasa alcalina humana quimérica soluble (LVL-RecAP)

Se us6 una solucion de LVL-RecAP a 10,1 mg/mL en glicerol al 25% p/v, Tris/fHCI 5 mM, MgCl, 2 mM, ZnCl; 50 uyM, y a
pH 8,0. La enzima tenia una pureza de > 99,99% como se determind por cromatografia liquida de alta resolucion.

Estudio de respuesta a la dosis con LVL-RecAP

Se dividieron los ratones Alp/- en 5 cohortes: Tratados con vehiculo: ratones Alpl-tratados solo con vehiculo (n = 14);
LVL-RecAP 1: ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP a razon de 1 mg/kg/dia (n = 14); LVL-RecAP8: ratones Alp/”- tratados
con LVL-RecAP a razén de 8 mg/kg/dia (n = 12); y LVL-RecAP 16: ratones Alpl” tratados con LVL-RecAP a razon de 16
mg/kg/dia (n = 10). Los comparieros de camada silvestres de ratones Alpl” sirvieron como animales de referencia y no
recibieron inyecciones (n = 14). Las cohortes con vehiculo o LVL-RecAP se inyectaron diariamente SC en la region
escapular. Las inyecciones se administraron entre las 8:00 y 11:00 a.m. Los voliumenes administrados se calcularon en
base al peso corporal medido antes de la inyeccion. Todos los tratamientos comenzaron en el dia 1 después del
nacimiento y se repitieron diariamente durante hasta 53 dias o hasta el momento de la necropsia.

Recolecciéon de muestra

Se realizé una necropsia en el dia 53 después del nacimiento (p53), 24 h después de la inyeccion final de LVL-RecAP
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para aquellos animales que completaron el protocolo experimental, o antes para aquellos animales que parecian enfermos
terminales. Se administroé Avertina por via intraperitoneal antes de la eutanasia. La sangre se recogié en tubos de heparina
de litio mediante puncion cardiaca. La necropsia consistié en un examen de patologia macroscopica y radiografias.

Radiografia y tomografia microcomputarizada (uCT)

Se obtuvieron imagenes radiograficas de esqueletos con un Faxitron MX-20 DC4 (Chicago, IL, EE. UU.), usando una
energia de 20 kV. Se escanearon hemimandibulas a 30 kV. Se fijaron craneos enteros diseccionados de ratones P21,
luego se escanearon a una resolucion de voxeles isotropicos de 18 um usando el sistema de obtencién de imagenes de
MCT eXplore Locus SP (GE Healthcare Pre-Clinical Imaging, Londres, ON, Canada). Las mediciones se tomaron a un
voltaje operativo de 80 kV y 80 mA de corriente, con un tiempo de exposicion de 1.600 ms utilizando la técnica de escaneo
del método Parker, que gira la muestra 180 grados mas un angulo de abanico de 20 grados. Los escaneos se calibraron
con un fantasma de hidroxiapatita y las imagenes tridimensionales se reconstruyeron a un tamafio de voxel efectivo de
18 um3. Se us6 un umbral fijo de 1.400 Unidades Hounsfield para discriminar tejido mineralizado. Las regiones de interés
(ROI) para huesos parietales y frontales se establecieron como 1 mm de longitud, 1 mm de ancho, profundidad equivalente
al grosor del hueso y posicion comenzando a una distancia de 0,75 mm de las suturas sagital y coronal, como se describio
previamente (Liu et al. al., 2014). Los parametros de volumen, densidad y estructura 6sea se midieron utilizando el
software Microview version 2.2 (GE Healthcare Pre-Clinical Imaging, Londres, ON) y algoritmos establecidos (Meganck
et al., 2009; Umoh et al., 2009). Se realizaron pruebas t de Student que comparaban resultados cuantitativos para
establecer diferencias estadisticamente significativas entre genotipos. Se analizaron los datos de hueso por uCT y se
informaron de acuerdo con las recomendaciones de Bouxsein et al. 2010 (Bouxsein et al., 2010).

Para la formacién de imagenes dentales, las hemimandibulas disecadas se exploraron en un yCT 50 Scanco Medical
(Scanco Medical AG, Briittisellen, Suiza) con un tamafio de voxel de 10 ym. Los apilamientos mandibulares en direccion
z se exportaron como archivos DICOM vy se reorientaron utilizando el software ImageJ (1.48r), con planos de seccién
coronal, sagital y transversal comparables elegidos para comparacién. Para el analisis cuantitativo, las mandibulas se
escanearon en un UCT 35 Scanco Medical con un tamafio de voxel de 6 um, 55 KVp, 145 mA, con un paso de rotacion
de 0,36 grados (rango angular de 180 grados) y una exposicion de 400 ms por vista. El software Scanco de uCT (HP,
DECwindows Motif 1.6) se us6 para la reconstruccion tridimensional y la visualizacion de imagenes. Después de la
reconstruccion tridimensional, los volumenes de corona, esmalte, raices y hueso alveolar se segmentaron utilizando un
umbral global de 0,6 g/cc. El volumen total (TV), el volumen éseo (BV) (tejido mineralizado) y la densidad mineral tisular
(TMD) se midieron para toda la corona y separadamente para el esmalte, la dentina de la raiz y el hueso alveolar en la
region de furcacion. Para el esmalte y la raiz, también se midio el espesor.

Analisis histolégicos

Las muestras de hueso se limpiaron, se fijaron en solucion salina regulada con paraformaldehido / fosfato al 4% durante
3 dias a 4°C, y luego se transfirieron a etanol al 70% para su almacenamiento a 4°C. Las secciones de plastico se
prepararon como se describié anteriormente (Yadav et al., 2012). La tincion con tricromico de Von Kossa y Van Gieson
se realizé en secciones de plastico como se describié previamente (Narisawa et al., 1997). Las secciones tefiidas con
Von Kossa o Van Gieson se escanearon mediante el sistema ScanScopeXT (Aperio, Vista, CA, EE. UU.), y las imagenes
se analizaron usando el software Bioquant Osteo (Bioquant Osteoanalysis Co., Nashville, TN, EE. UU.). Las
hemimandibulas izquierdas usadas para histologia se fijaron en solucion de Bouin durante 24 h, y después se
desmineralizaron en solucién de AFS (acido acético, formaldehido, cloruro de sodio) y se incluyeron en parafina para el
corte en serie, como se describio anteriormente (Foster, 2012). Para la tincién con rojo picrosirius, las secciones de tejido
desparafinado se tifieron con una solucién acuosa al 0,2% de hidrato de acido fosfomolibdico, 0,4% de rojo Directo 80 y
1,3% de 2,4,6-trinitrofenol (Polysciences, Inc., Warrington, PA), como se describié anteriormente. (Foster, 2012). Se
observaron secciones tefiidas con rojo picrosirius bajo luz polarizada para fotomicrografia.

Pruebas biomecanicas

Después de la remocion del tejido muscular, se midieron las longitudes del fémur, la tibia, el himero y el radio con un
calibrador. Los huesos fueron congelados, envueltos en una gasa que contenia una solucion salina para evitar la
deshidratacion. Los fémures aislados y las tibias se evaluaron con una prueba de flexion de tres puntos mediante el uso
de la maquina universal de prueba de materiales Instron 1101 tal como se describié anteriormente (Huesa et al., 2011).
Los huesos se descongelaron lentamente y se mantuvieron a temperatura ambiente antes de la prueba. Los fémures y
tibias intactos se colocaron en la maquina de prueba sobre dos soportes separados por una distancia de 15 mm y se
aplico carga a la mitad de la didfisis, creando asi una prueba de flexion de tres puntos a una velocidad de 2 mm min.

Ensayo de PPi
Las concentraciones de PPi en plasma se determinaron por adsorcion diferencial sobre carbén activado de UDP-D-[6-3H]
glucosa (Amersham Pharmacia) a partir del producto de reaccion 6-fosfo[6-3H]gluconato, como se describe en (Hessle et

al., 2002; Yadav et al., 2014).

Estadistica
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Considerando que las diferentes concentraciones de LVL-RecAP daban como resultado diferentes tasas de
supervivencia, no fue posible comparar las tres cohortes de tratamiento en una combinacién por edades. Por esta razon,
se realizo una prueba de Student t desapareada, paramétrica, de dos colas para comparar los ratones Alpl~ con la cohorte
de TS. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05. Para comparar las diferencias en las curvas de
supervivencia entre las cohortes de tratamiento, se realizé la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon.

Resultados
Aumento de la supervivencia y del peso corporal en ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP

La supervivencia en ratones que recibieron 8 mg/kg/dia (LVL-RecAP8) o 16 mg/kg/dia (LVL-RecAP 16) de LVL-RecAP
mejord significativamente en comparacion con ratones tratados con vehiculo y la cohorte de 1 mg/kg/dia (LVL-RecAP 1)
(p = 0,001) (Figura 6A). Las diferencias fueron estadisticamente significativas cuando las curvas de supervivencia de las
cohortes tratadas se compararon entre si (p < 0,0001 para todas las comparaciones). La mediana de supervivencia fue
de 44, 22 y 19 dias en las cohortes tratadas con LVL-RecAP8, LVL-RecAP 1 y con vehiculo, respectivamente. No se pudo
calcular la mediana de supervivencia para la cohorte de LVL-RecAP 16 ya que los animales vivieron hasta la finalizacion
del experimento el dia 53.

Los animales Alpl”- pesan menos que sus compareros de camada de TS, comenzando alrededor de p7. El tratamiento
con 1 mg/kg/dia de LVL-RecAP condujo a un aumento estadisticamente significativo del peso corporal en comparacion
con los ratones tratados con vehiculo, y una diferencia no significativa en comparacién con los comparieros de camada
de TS a los 18 dias de tratamiento (Figura 6B). Los ratones Alp/”- generalmente mueren por p18-24 con dieta de vitamina
B6, por lo tanto, no fue posible comparar las cohortes de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP 16 de vida mas larga con los ratones
tratados con vehiculo, que se compararon con ratones de TS. Los animales en la cohorte de LVL-RecAP8 pesaron
significativamente menos que sus comparieros de camada de TS de p18 (Figura 6B) mientras que los ratones en la
cohorte de LVL-RecAP 16 mostraron normalizacion en el peso corporal, y fueron indistinguibles de los ratones de TS en
p53 (Figura 6B).

El tratamiento con LVL-RecAP mejora el fenotipo esquelético de ratones Alpl”

Radiografias de ratones Alp/”- sin tratar (Figura 7A) demostraron anormalidades esqueléticas profundas que incluyen
densidad mineral tisular reducida y huesos fracturados, como se describié previamente (Yadav et al., 2011). Se encontro
una mejoria en la patologia esquelética en ratones Alpl’- que recibian 1 mg/kg/dia de LVL-RecAP durante 18 dias (Figura
7A), y el beneficio fue mas profundo en las cohortes de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP 16 (Figura 7B). Las extremidades
distales mostraron una morfologia normalizada, independientemente de la dosis, mientras que se observé una correccion
parcial en la columna vertebral, extremidades anteriores, extremidades posteriores y caja toracica para todas las cohortes
de tratamiento. Los ratones con LVL-RecAP8 y LVL-RecAP 16 también presentaron grietas o fracturas menores en
fémures vy tibias. El contorno articular en rodillas y codos present6 irregularidades en LVL-RecAP8 y LVL-RecAP 16 en
p44 y p53, respectivamente (Figura 7).

Para evaluar el grado de mejora de la osteomalacia, se realiz6 un analisis histomorfométrico de secciones no
descalcificadas y embebidas en plastico de las extremidades posteriores de ratones tratados con LVL-RecAP y de control
de TS (Figuras 8A y 9A). Se midieron los volumenes de hueso y osteoide (Figuras 8B, 8C) y también se analizaron los
niveles en suero de PPi (Figuras 9B, 9C). De acuerdo con los hallazgos anteriores (Yadav et al., 2011), la tinciéon de von
Kossa reveld que los ratones Alpl- muestran graves defectos en la mineralizacion, hueso cortical delgado, hueso
trabecular reducido y centros de osificacion dafiados (Figura 8A), mientras que ambos animales tratados con LVL-RecAP8
y LVL-RecAP 16 mostraron hueso cortical significativamente mejorado y centros de osificacién mejorados secundarios.
La histomorfometria (Figuras 8B, 8C) revel6 que la relacion BV/TV (Figura 8B), tanto en las cohortes de LVL-RecAP8 y
LVL-RecAP16, era todavia significativamente menor que en los controles de TS de la misma edad (0,0321 y 0,0302, N =
9), mientras que el porcentaje de OV/BV (Figura 8C) fue significativamente mayor para ambas cohortes de tratamiento en
comparacion con los controles de TS (0,0001 y 0,0175, N = 9). Las diferencias entre las cohortes de tratamiento con LVL-
RecAP8 y LVL-RecAP 16 no fueron estadisticamente significativas. La tincién tricrémica histologica (Figura 9A) en
secciones de plastico de las patas traseras confirmé estos hallazgos. Los ratones Alpl- tienen una masa Osea
mineralizada muy reducida (regiones tefidas de verde), con deficiencias en el hueso cortical y trabecular marcadas por
la acumulacion osteoide (regiones tefiidas de rojo). Por el contrario, los controles de TS de 53 dias tienen huesos corticales
robustos, hueso trabecular presente en las osificaciones secundarias y poco osteoide en las superficies 6seas. Los
ratones Alpl” en las cohortes de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 muestran una mejoria significativa en hueso cortical,
especialmente en la cohorte de LVL-RecAP16, donde no se observaron diferencias importantes en comparacién con
ratones de TS. Mientras que la formacién de hueso trabecular en los centros de osificacion secundarios en ratones Alpl”
mejora con el tratamiento, los ratones con LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 aun conservan regiones de osteoide mas grandes
que lo normal (rojo). De acuerdo con los hallazgos esqueléticos, se encontrd la correccion de las concentraciones en
suero de PPi en todas las cohortes de tratamiento. Los animales con LVL-RecAP1 (Figura 9B) albergan niveles de PPi
significativamente reducidos en comparacién con los animales de control tratados con vehiculo. Los animales tratados
con LVL-RecAP16 tienen niveles de PPi que son estadisticamente indistinguibles de los de las camadas de TS.

Ausencia de anormalidades craneofaciales en ratones Alpl”~ tratados con LVL-RecAP
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Los ratones Alpl- presentan anomalias de forma craneofacial y fusién de sutura coronal (Liu et al., 2014). Para determinar
hasta qué punto el esqueleto craneofacial se ve afectado por el tratamiento en ratones Alpf-~, se realizaron analisis
basados en uCT de huesos craneales frontales y parietales. Los resultados en p21 muestran que los huesos frontales y
parietales de los ratones Alpl”- tratados con vehiculo se redujeron significativamente en la fraccion de volumen 6seo,
contenido mineral 6seo, densidad mineral ésea, contenido mineral tisular y densidad mineral tisular en comparacion con
ratones de TS o Alpl- tratados (Tabla 15). Por el contrario, ni los huesos frontales ni parietales de los ratones Alpl”
tratados fueron significativamente diferentes de los ratones de tipo silvestre. Las calaveras adultas de ratones Alpl-
tratados con LVL-RecAP 16 no parecian diferentes de los de TS en términos de tamafio y forma (Figura 10).

Tabla 15. Analisis de uCT de los huesos craneales. Se analizaron los huesos frontales y parietales en ratones de TS,
Alpl”- no tratados (vehiculo) y Alpl- tratados con RecAP 16 en p21. Los valores se informan como las medias + SD.

Fraccion de Contenido mineral Densidad mineral Contenido mineral Densidad mineral
volumen 6seo  6seo (mg) 6seo (mg/cc) tisular (mg) tisular (mg)
FRONTAL
Alpl” 0,41 +0,06* 0,008 £ 0,001 * 464 + 27 * 0,004 £ 0,001 * 595 +28 *
LVL-RecAP16 0,72+0,15 0,018 £ 0,005 615+ 84 0,015 £ 0,006 697 + 57
TS 0,70£0,12 0,019 £ 0,008 615+ 79 0,016 £ 0,008 709 + 56
PARIETAL
Alpl” 0,52+0,05* 0,018 £ 0,001 * 494 +21°* 0,005 £ 0,001 * 597 +12*
LVL-RecAP16 0,72 £ 0,08 0,018 £ 0,007 608 + 74 0,015 £ 0,006 691 + 61
TS 0,76 £ 0,10 0,020 £ 0,007 645+ 73 0,017 £ 0,007 726 * 51

* Indica la significancia estadistica entre genotipos y entre cohortes de tratamiento.

El tratamiento con LVL-RecAP rescata parcialmente los defectos dentoalveolares de Alpl-

La ablacién de Alp/ en ratones dio como resultado el desarrollo de defectos de mineralizaciéon en el cemento, dentina,
hueso alveolar y esmalte (Foster et al., 2014a, Foster et al., 2014b, McKee et al., 2011; Yadav et al., | 2012), consistente
con informes de casos en sujetos humanos con HPP. La ausencia de cemento acelular da como resultado la pérdida de
la unién periodontal a la superficie de la raiz del diente y la exfoliacién prematura de los dientes, una caracteristica
distintiva de la HPP. Ratones Alpl- tratados con LVL-RecAP8 y tratados con vehiculo se compararon con los de TS en
p25-26, cuando la formacion del diente molar esta casi terminada. La radiografia y la formacion de imagenes por uyCT
revelaron que, en comparacion con los controles (Figuras 11A, D), las mandibulas de raton Alpl- sin tratar presentaban
hueso extremadamente hipomineralizado, molares cortos con dentina delgada y camaras de pulpa anchas, e incisivos
gravemente defectuosos (Figura 11B, F). Por histologia, los dientes de raton Alp/- no presentaban cemento acelular, y el
osteoide alveolar invadio el espacio del ligamento periodontal (PDL), lo que condujo a la anquilosis y la pérdida de un
periodonto funcional (Figura 11G frente a 11E). La administracion de 8 mg/kg/dia de LVL-RecAP mejor6 la apariencia
radiografica de la altura molar, el grosor de la dentina y la mineralizacion 6sea en p26, aunque el incisivo permanecio
defectuoso (Figura 11C, H). Histolégicamente, aunque esta dosis de LVL-RecAP no restaurd el cemento acelular a la
superficie de laraiz, el espacio PDL asociado a los molares y los bordes 6seos alveolares se mantuvieron mejores (Figura
111).

La cohorte de LVL-RecAP16 se comparé con la de TS en p50-53 para determinar los efectos sobre la estructura y la
funcion del diente maduro. La radiografia y la formacion de imagenes por uCT indicaron una reduccion de la mineralizacion
osea alveolar e interproximal alrededor de los dientes molares en mandibulas de raton Alpl”-, en comparacion con los
controles (Figura 11J-M). La forma del diente molar y la dentina parecian normalizadas en gran medida en ratones con
LVL-RecAP16, y esto se confirmd mediante analisis por uCT del primer molar (Tabla 16). El esmalte en el grupo de LVL-
RecAP16 no fue diferente de TS en BV/TV o TMD. Las coronas y raices molares mostraron disminuciones leves pero
significativas de 4-10% en BV/TV y TMD en comparacion con TS, lo que indica que la mineralizacion de la dentina no se
rescatd completamente, y el grosor de la raiz se redujo en un 15%. La mineralizacion 6sea alveolar se mantuvo mas
gravemente defectuosa en el grupo de LVL-RecAP16, con una disminucion de BV/TV del 27% y una disminucion de TMD
del 13%, en comparacion con TS. Los dientes incisivos en los ratones Alpl- tratados también permanecieron severamente
afectados (Figura 11K, M).

Por histologia, los ratones con LVL-RecAP16 presentaban una mezcla de hueso alveolar mineralizado y osteoide, y un
espacio PDL reducido pero mantenido (Figura 11N, P). No se observé pérdida de dientes en el grupo con LVL-RecAP16
por p53, aunque la unién periodontal sigui6 siendo deficiente, como lo demuestra la falta de cemento, la desorganizacion
del PDL y el desprendimiento de la superficie de la raiz y el crecimiento hacia abajo del epitelio de unién. Sin embargo,
se observaron pequefias regiones de PDL adjuntas al diente en asociacion con fibras de PDL organizadas (Figura 110,
Q), lo que indica la presencia de alguna unidon comprometida que puede funcionar para retener los molares.

Tabla 16. Analisis por yCT de tejidos dentoalveolares. Se compararon los primeros molares mandibulares y el hueso

alveolar asociado en p50-53 en ratones TS (n = 5) y Alpl”- tratados con RecAP16 (n = 4). Los valores se reportan como
las medias + SD.
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TV (mm?®) BV (mm?®) BV/TV (%) TMD (g HA/cm3) Espesor (um)
Esmalte
TS 0,25+ 0,03 0,24 + 0,02 98,77 + 0,52 1,69 + 0,05 70,2+ 0,5
LVL-RecAP16 0,20+ 0,02 * 0,20+ 0,02 * 98,97 + 0,27 1,68 + 0,03 63,0+0,5
Corona
TS 0,61+ 0,04 0,56 + 0,03 91,06 + 0,64 ND ND
LVL-RecAP16 0,53+0,03* 0,46 + 0,03 * 86,92 + 0,69 * ND ND
Raiz
TS 0,65 + 0,05 0,56 + 0,05 85,84 + 0,74 1,07 £ 0,01 140,4 + 8,4
LVL-RecAP16 0,56 + 0,06 0,44 +0,04 * 77,27 +2,37* 1,02+0,01* 1215+17*
Hueso Alveolar
TS 0,44 + 0,04 0,29 + 0,05 65,72 + 5,08 1,01 +£0,02 ND
LVL-RecAP16 0,32+0,05* 0,15+ 0,02 * 4791 +425* 0,88+ 0,02 * ND

* p <0.05 mediante prueba t de muestras independientes
ND = No determinado
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La Fosfatasa alcalina protege contra la inflamacién renal
Métodos
Cultivo de células

Rutinariamente, se cultivaron ciPTEC a 33°C (Wilmer, 2010). Las células se transfectaron con el antigeno T del virus 40
de Simio y la subunidad catalitica esencial de la telomerasa humana, lo que les permitié proliferar constantemente. Las
células se cultivaron en DMEM/F-12 de Ham, libre de fenol (Gibco, Paisly, Reino Unido), suplementado con ITS (5 ug/mL
de insulina, 5 pg/mL de transferrina, 5 ng/mL de selenio; Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos), 36 ng/mL de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 10 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico (Sigma-Aldrich), 40 pg/mL de triyodotironina
y 10% de suero de ternera fetal (Greiner Bio-One, Kremsmiuinster, Austria). Antes de un experimento, las células se
sembraron en una placa de pozos (48.400 células/cm?), se incubaron durante 1 dia a 33°C seguido de un periodo de
maduracién de 7 dias a 37°C. El dia del experimento, las células se incubaron previamente durante dos horas con LVL-
RecAP (1, 5 o 10 U/mL, obsequio amable de AM-Pharma, Bunnik, Paises Bajos) (Kiffer-Moreira, 2014), seguido por
incubacion durante 24 horas con 10 ug/mL de LPS (E. coli 0127: B8; Sigma-Aldrich) disueltos en HEPES HBSS 10 mM,
pH 7,4 (HEPES: Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, HBSS: Gibco). Alternativamente, se administraron 10 U/mL
de LVL-RecAP (~17 pg/mL) a células incubadas con LPS simultaneamente o después de dos horas. Las células de control
se incubaron Unicamente con medio de cultivo. DLPS (E. coli 055: B5; Sigma-Aldrich, 10 pg/mL) y LVL-RecAP inactivo
(17 pg/mL, obsequio amable de AM-Pharma) se usaron como controles negativos. En diferentes series de experimentos,
LPS fue sustituido por proteina recombinante humana TNF-a (Ebioscience, Viena, Austria), o sobrenadante de PBMC,
estimuladas previamente durante 24 horas con o sin LPS (1 ng/mL). Todos los experimentos (n = 5) se realizaron como
minimo por duplicado.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Se aislaron PBMC de capas leucociticas obtenidas de donantes de sangre sanos (banco de sangre Nijmegen, n = 5)
mediante centrifugacion diferencial sobre Ficoll-Pague Plus (GE Healthcare, Diegem, Bélgica). Las PBMC se
resuspendieron en medio RPMI-1640 (Gibco) enriquecido con 0,5 mg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich), piruvato 1 mM
(Gibco) y Glutamax 2 mM (Gibco). Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 0,5 x 10°
células/pozo, se incubaron previamente con o sin AP (10 unidades/mL) durante 2 horas, seguido por incubacion con LPS
(1 ng/mL) durante 24 horas Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Medicién de ATP y ensayo de viabilidad celular

Se recogid el sobrenadante 30 minutos después de la administracion de LPS, con o sin tratamiento previo con LVL-
RecAP, seguido de medicion directa de la produccion de ATP usando el kit de ensayo de bioluminiscencia de ATP CLS
Il (Roche Diagnostics) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La viabilidad celular se evalu6 después de 24 horas de
incubacion con LPS realizando el ensayo MTT. En resumen, se sustituyd el medio por 100 yL de solucion MTT
previamente calentada (Sigma-Aldrich, 0,5 mg/mL en medio de cultivo), se incubd durante 3 horas a 37°C, seguido por la
adicion de 200 yL de DMSO para solubilizar cristales de formazan precipitados intracelularmente. La extincién del
colorante se midié a 570 nm con una correccion de la longitud de onda de 670 nm.

Modelo animal

Se realizaron experimentos con animales de acuerdo con las directrices de los Institutos Nacionales de Salud y los
protocolos fueron aprobados por la junta de revision institucional para experimentos con animales. Se dividieron las ratas
macho Sprague-Dawley libres de patégenos especificos (RjHan: SD, Janvier, Francia) en tres grupos: placebo (n = 6),
LPS (n =6) o LPS + LVL-RecAP (n = 6). Se recolecté una muestra de plasma de referencia (sangre con heparina vy litio)
siete dias antes del experimento a través de una puncion en la vena de la cola usando una Multivette (Sarstedt, Etten-
Leur, Paises Bajos). Tres dias antes del experimento, la funcién renal inicial se evalu6 como ti con FITC-sinistrina
(Schock-Kusch, 2011). At =0 h, se administr6 placebo (NaCl al 0,9%, solucion salina) o 0,3 mg/kg de peso corporal de
LPS (E. coli 0127: B8, disuelto en solucién salina) como un bolo IV para inducir insuficiencia renal inducida por LPS. A t
=1,5 horas, el plasma se obtuvo como se describié anteriormente. At = 2 h, la rata recibié un bolo 1V de placebo o LVL-
RecAP (1.000 U/kg de peso corporal, diluido en solucion salina) seguido de una segunda medicion de la funcién renal. A
t =5 h, todos los animales recibieron 5 mL de solucion salina (sc) para evitar la deshidratacion, seguido de un periodo de
recoleccion de orina de 16 horas. A t = 21,5 horas, se realizé la tercera medicion transcutanea. A t = 24 horas, se
anestesiaron las ratas (ip, 3 mg/kg de peso corporal de xilazina y 80 mg/kg de peso corporal de ketamina al 10%), se
extrajo una muestra de sangre con heparina litio retrobulbar para obtener plasma y se inicio la perfusion de todo el cuerpo
(6 min, solucion salina + 50 Ul/mL de heparina, 210 mbar; 3min, 4% de paraformaldehido (PFA; 210 mbar). Después de
la perfusion de solucion salina, el rifidn derecho se retird cuidadosamente, se congeld instantaneamente y se almacend
a -80°C hasta el procesamiento. El rifién izquierdo (removido) después de la perfusion con PFA, se almacend en 4% de
PFA a 4°C hasta que se proceso para histologia e inmunohistoquimica. Se excluyeron un animal del grupo con LPS +
LVL-RecAP y una muestra de orina del grupo placebo debido a las dificultades de inyeccién y recoleccion,
respectivamente.
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Mediciones de la funcién renal

La funcion renal se evalud en ratas despiertas con movimiento libre a través de cinética de eliminacion medida en forma
transcutanea de FITC-sinistrina (Fresenius Kabi, Linz, Austria), una marca disponible comercialmente de GFR, utilizando
un novedoso dispositivo de medicién como se publicé anteriormente (Schock-Kusch 2011, Schock-Kusch 2009).
Brevemente, las ratas fueron anestesiadas por inhalacion de isofluorano (5% de induccion, 1,5-2% de mantenimiento,
Abbott Laboratories, lllinois, EE.UU.) y se afeitaron en la espalda. La parte 6ptica del dispositivo se fijé en esta region
depilada utilizando un parche adhesivo de doble cara especificamente disefiado (Lohmann GmbH, Neuwied, Alemania),
mientras que la parte electrénica del dispositivo se incorpord a una chaqueta del roedor (Lomir Biomedical, Malone, EE.
UU.) Después de establecer la sefial de referencia, se inyectd FITC-sinistrina (5 mg por 100 g de peso corporal, diluido
en soluciéon salina regulada) en la vena de la cola. Después de eso, se dejd que los animales se recuperaran de la
anestesia mientras la medicién continuaba durante aproximadamente 120 minutos después de la inyeccion. Ty se calculd
mediante un modelo de un compartimiento aplicado sobre la cinética de eliminacién de FITC-sinistrina medida
transcutaneamente (Schock-Kusch, 2009). Ademas, se determinaron los parametros de la funcion renal en muestras de
plasma y orina usando el analizador automatico Hitachi 704 (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). La excrecion
fraccional de urea y la eliminacién de creatinina endégena se calcularon con valores plasmaticos promediode t=1,5y t
=24,

Histologia e inmunohistoquimica

Después de la fijacion durante al menos 24 horas, se proceso el tejido, se incrustd en paraplast y se seccioné con un
espesor de 3 pm. Para la histologia de rutina, la tincién con HE se realiz6 en tejido renal. La lesion renal se evalué usando
un sistema de puntuacion con una escala de 0 a 4 (0 = sin cambios, 4 = dafio severo, por ejemplo, cambios marcados en
las células del tubulo). KIM-1 se detecté mediante anticuerpo primario anti-rata KIM-1 de cabra (1:50; AF3689, R&D
Systems, Abingdon, RU) y anticuerpo secundario IgG anti-cabra de conejo (1: 200; P0449, DAKO, Heverlee, Bélgica). La
inmunotincion se visualizé con reactivos del sistema VECTASTAIN Eline ABC (Vector Labs, Amsterdam, Holanda) y 3,3'-
Diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich), seguido por contratinciéon con hematoxilina. Toda la puntuacion se realizé de
forma ciega.

Citoquinas y marcadores de lesion renal

Se usaron kits ELISA humanos (R&D Systems) para determinar TNF-q, IL-6 e IL-8 en sobrenadante de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los niveles de citoquina en plasma (IL-183, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y) se determinaron
mediante un ensayo Luminex simultaneo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Millipore, Cork, Irlanda). KIM-1
y NGAL se determinaron mediante ELISA (R&D Systems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Homogeneizacion de tejidos

Los rifiones congelados instantaneamente se homogeneizaron mediante TissueLyser LT (Qiagen, Venlo, Paises Bajos)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, en reactivo de extraccion de proteina tisular (T-PER; Thermo Scientific,
Rockford, EE.UU.), Complementado con tabletas completas tipo céctel inhibidoras de proteasa libre de EDTA. (Roche
Applied Science, Almere, Paises Bajos). El contenido total de proteina se determiné usando el kit de ensayo de proteina
de acido bicinconinico (Thermo Scientific) y las muestras se almacenaron a -80°C hasta que se analizaron.

Analisis de PCR en tiempo real

Se extrajo el ARN del sedimento celular congelado o de los rifiones pulverizados (2000, 30 segundos; Mikrodismembrator
U, Sartorius Stedim Biotech, Aubagne Cedex, Francia) mediante reactivo Trizol. EI ARN se transcribié de forma inversa
en el ADNc utilizando la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Invitrogen, Breda,
Paises Bajos). La PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR) se realizé usando Tagman® (Applied Biosystems, Carlsbad,
EE. UU.). Los genes fueron amplificados y normalizados para la expresion de GAPDH (ciPTEC: Ct: 18,9 + 0,1, tejido
renal: Ct: 24,8 + 0,2). La reaccion PCR comenz6 con una etapa de incubacion de 2 minutos a 50°C seguida de
desnaturalizacion inicial durante 10 minutos a 95°C, y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Las diferencias
entre los grupos se calcularon mediante el método comparativo AACt. Los conjuntos de cebadores/sonda se resumen en
la Tabla 17.

Contenido de purina urinaria

Se determind el contenido de adenosina urinaria, AMP, ADP, ATP y cAMP por HPLC. En resumen, se mezclaron 4
volumenes de orina con 1 volumen de cloroacetaldehido (6x diluido en regulador de acetato 1M, pH 4,5; Sigma-Aldrich),
seguido de derivatizacion (60 min, 70°C, 500 rpm) y centrifugacion (3 min, TA, 13.400 rpm), después de lo cual el
sobrenadante se transfirié a un vial de HPLC y se inyectd. Las purinas se separaron mediante un sistema de HPLC
(Thermo Scientific) usando una columna Polaris C18-A (150 x 4,6 mm) con elucién en gradiente usando eluyente A
(K2HPO4 0,1 M, TBAHS 10 mM (pH 6,5) y MeOH al 2%) y eluyente B (H20: ACN: THF; 50:49:1). Los tiempos de retencion
fueron 7,1 (adenosina), 8,4 (AMP), 12,5 (ADP), 16,2 (ATP) y 14,8 minutos (CAMP). La cuantificacion se baso en las areas
de los picos de las muestras y los patrones de referencia se midieron con fluorescencia (excitacion: 280 nm, emision: 420
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nm).
Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + SEM o la mediana [percentil 25, percentil 75]. La normalidad de los datos se
evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias estadisticas entre los grupos se calcularon mediante
ANOVA con comparaciones post hoc utilizando la prueba de comparacién multiple de Bonferroni o mediante la prueba de
Kruskal-Wallis con la prueba posterior de Dunn. Un valor de p de dos lados menor que 0,05 se considero estadisticamente
significativo. Todas las pruebas se realizaron con Graphpad Prism 5.00 para Windows (Graphpad Software Inc. San
Diego, CA, EE. UU.).

LVL-RecAP atenua la respuesta inflamatoria inducida por LPS in vitro

El pretratamiento de ciPTEC humano (Wilmer, 2010) con LVL-RecAP dependiente de la dosis atentia de forma
dependiente de la dosis la produccion de citoquina inducida por LPS de TNF-q, IL-6 € IL-8 en el gen y a nivel de la proteina
(Figura 12A- B). EI LPS desintoxicado (dLPS) se us6 como control negativo y no tuvo efecto. Se obtuvieron resultados
protectores similares a nivel proteico cuando se administré LVL-RecAP simultaneamente con LPS o 2 horas después de
la exposicién a LPS (Figura 12C). Se realizé un experimento de control para verificar si LVL-RecAP desfosforila las
citoquinas excretadas en el medio, lo que no fue el caso (Figura 17). Para confirmar que la reduccién inducida por LVL-
RecAP en la produccion de citoquinas se debid a la naturaleza desfosforilante de la enzima, se investigoé el efecto de LVL-
RecAP inactivo que carece de propiedades hidrolizantes. El LVL-RecAP inactivo no atenud la respuesta inflamatoria
inducida por LPS en ciPTEC (Figura 12D).

Los efectos in vitro de LVL-RecAP son especificos de los rifiones y no se limitan a la inflamacion inducida por LPS

Para investigar mas a fondo el mecanismo de proteccion renal de LVL-RecAP, se incubaron ciPTEC con la citoquina
proinflamatoria TNF-a, que no se puede desfosforilar mediante IAP de ternera (Chen, 2010). La produccién de citoquina
inducida por TNF-a de IL-6 e IL-8 también se atenué mediante el tratamiento previo con LVL-RecAP, mientras que el LVL-
RecAP inactivo no tuvo efecto (Figura 13A).

En la patogénesis de AKI asociado a sepsis, el LPS induce una respuesta inflamatoria local a través de la unién a TLR4
expresada en PTEC (ciPTEC Ct: 30,5 * 3,9; n = 5). Otro rasgo distintivo de la enfermedad es la respuesta inflamatoria
sistémica, que afecta tanto a las células epiteliales renales como a las endoteliales, lo que provoca el desarrollo de AKI
(Peters, 2014). Para imitar esta inflamacion renal inducida por endotoxina, se incubaron ciPTEC con el sobrenadante de
células mononucleares de sangre periférica estimuladas con LPS (PBMC, 1 ng/mL de LPS). Esto indujo la produccion de
IL-6 e IL-8, que disminuy6 cuando se trataron previamente ciPTEC con LVL-RecAP (Figura 13B, TNF-a no era detectable).
Junto con el hallazgo de que las respuestas inflamatorias mediadas por TNF-a se atenuaron mediante el tratamiento con
LVL-RecAP, esto sugiere la presencia de otro mediador dirigido por LVL-RecAP. Por el contrario, el pretratamiento de
PBMC con LVL-RecAP no afecto la respuesta inflamatoria inducida por LPS en estas células (Figura 13C), lo que indica
que los efectos de LVL-RecAP son especificos del rifidn.

LVL-RecAP puede ejercer efectos protectores renales in vitro a través de la ruta ATP/adenosina

Un segundo objetivo potencial de LVL-RecAP es ATP, liberado durante el estrés celular causado, por ejemplo, por
inflamacion e hipoxia (Eltzschig, 2012). ElI ATP extracelular tiene efectos perjudiciales, pero puede convertirse mediante
ectonucleotidasas (por ejemplo, AP) en ADP, AMP vy finalmente en adenosina, ejerciendo efectos antiinflamatorios y
protectores del tejido a través de la union a uno de los receptores de adenosina A1, A2A, A2B y A3 (Bauerle, 2011, Di
Sole, 2008). Curiosamente, aunque la expresion de los receptores de adenosina A1, A2B y A3 en ciPTEC no se vio
afectada por la incubacién de LPS (datos no mostrados), la expresion de A2A se sobrerreguld con la estimulacion de LPS
(veces que aumento: 4,1 + 0,4; p < 0,001 en comparacion con placebo). Este efecto se atenu6é mediante el tratamiento
conjunto con LVL-RecAP (veces que aumento: 2,9 £ 0,2; p < 0,001 en comparacion con placebo; p < 0,05 en comparacion
con LPS), sugiriendo un papel de la ruta de adenosina en el efecto protector de LVL-RecAP. Ademas, se observéd un
aumento de las concentraciones de ATP extracelular después de la incubacién de LPS, que fue mas pronunciada con
una concentracion de LPS mas alta, pero se revirtid6 mediante la preincubacién de LVL-RecAP (Figura 14). EI LPS no
afectd la viabilidad celular hasta las 24 horas (datos no mostrados). Esto respalda la hipétesis de que LVL-RecAP puede
ejercer su efecto protector renal a través de la ruta ATP/adenosina.

El tratamiento con LVL-RecAP durante la AKI inducida por LPS en ratas atenuta el deterioro de la funcién renal

Para confirmar los efectos beneficiosos de LVL-RecAP in vivo, se indujo AKI en ratas por LPS (0,3 mg/kg de peso corporal)
y se evaluo la funcién renal mediante la medicion transcutanea de la cinética de sinistrina marcada con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) como se informo anteriormente (Schock-Kusch, 2011). La FITC-sinistrina es eliminada por los rifiones
Unicamente a través de la filtracion y su desaparicion del compartimento plasmatico puede medirse por via transcutanea
en tiempo real (Schock-Kusch, 2011, Schock-Kusch, 2009). Esto permite investigar la progresién de AKI de una manera
mas precisa en comparacion con la eliminacién de creatinina comdnmente utilizado. Antes de la inyeccion de LPS, se
extrajo una muestra de sangre inicial para determinar los parametros clinicos y las citoquinas plasmaticas, y se determin6
la semivida (t12) de FITC-sinistrina basal a partir de la cinética medida para determinar la homogeneidad entre los grupos
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(datos no mostrados). Después de 1,5 horas, el tratamiento con LPS dio como resultado niveles aumentados de citoquinas
en plasma, anomalias en varios parametros plasmaticos (Tabla 18), piloereccion, diarrea y reduccion de la actividad
espontanea, lo que confirma la presencia de inflamacién sistémica. Dos horas después de la administracion de LPS, las
ratas se trataron con LVL-RecAP (1.000 U/kg de peso corporal) o placebo (solucion salina), seguido directamente por
mediciones de la funcion renal transcutanea. EI LPS prolong6 significativamente la t1» de FITC-sinistrina, revelando una
reduccion significativa de la funcion renal. Esta tendencia se atenué mediante el tratamiento con LVL-RecAP (Figura 15A).
En todos los grupos, la funcién renal se recuperé completamente en 24 horas (Figura 15B). Aun asi, los niveles de urea
en plasma fueron significativamente menores en los animales tratados con LVL-RecAP en comparacion con los animales
que recibieron LPS sin LVL-RecAP (Tabla 19). Ademas, el tratamiento con LVL-RecAP evit6 el aumento inducido por LPS
de la excrecion fraccionada de urea (Figura 15C) y la disminucién inducida por LPS de la eliminacion de creatinina
endogena (Figura 15D). La bioactividad de LVL-RecAP se confirmé en plasma y mostré un aumento de ocho veces 22
horas después de la inyeccion (Placebo: 293 + 12 U/mL; LPS: 260 + 13 U/mL; LPS + AP: 2150 + 60 U/mL; p < 0,0001).

LVL-RecAP previene la lesién renal durante la AKI inducida por LPS in vivo

El efecto protector renal de LVL-RecAP sobre AKI inducida por LPS se investigd adicionalmente a través de la evaluacion
de histologia renal y marcadores especificos de lesion tubular. No se encontraron diferencias en la histologia entre los
grupos de tratamiento, con cambios que variaron desde ningun dafio (0) hasta cambios degenerativos minimos como
apariencia espumosa e hinchazén minima de las células tubulares proximales (1) y aspecto espumoso e hinchazén
moderada, asi como algunos casos de apoptosis (2) (Placebo: 1 [0,75-2]; LPS: 1,5 [0-2]; LPS + LVL-RecAP: 1 [0-1,0]). El
tratamiento con LPS produjo un aumento significativo en los niveles de expresion renal de IL-6, mientras que otras
citoquinas y marcadores de dafio (MPO, mieloperoxidasa, BAX, proteina X asociada a Bcl2, iNOS, éxido nitrico sintasa
inducible) no se vieron afectados (Tabla 20). LVL-RecAP no pudo reducir los niveles de expresion renal de IL-6, pero si
aumento la expresion renal de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Tabla 20). Ademas, la administracion de LPS dio como
resultado un aumento significativo en la excrecién urinaria de la molécula de lesion renal (KIM)-1 y la lipocalina asociada
a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL), que se acompaiié de un aumento en los niveles de expresion del gen renal. Este
efecto se previno mediante la administracion conjunta de LVL-RecAP (Figura 16A-B, Tabla 20). Se observaron efectos
similares de LVL-RecAP para los niveles de NGAL en plasma (Figura 16C) y para los niveles de proteina renal de KIM-1
(Figura 16D), que se localizaba principalmente en la superficie apical de las células epiteliales de los tubulos proximales
(Figura 16E).

Excrecion reducida de adenosina en orina durante la AKI inducida por LPS in vivo

Para dilucidar mas el mecanismo de proteccion renal de LVL-RecAP, se investigo el papel de la ruta ATP-adenosina. El
tratamiento con LPS tendi6 a reducir los niveles de expresion génica en el rifidn para los cuatro receptores de adenosina,
de los cuales solo el receptor de adenosina A3 alcanz6 significacion estadistica (Tabla 20). Curiosamente, el tratamiento
con LPS disminuyé significativamente la excrecion urinaria de adenosina (placebo: 68,0 + 7,8 pg de adenosina/10 ug de
creatinina, LPS: 19,4 + 6,3 pg de adenosina/10 ug de creatinina, p < 0,001), sin alterar la excrecién de cAMP, ATP, ADP
y AMP (datos no mostrados). Esto puede sugerir que el rifién utiliza adenosina durante la AKI inducida por LPS. El
tratamiento con LVL-RecAP no tuvo efecto sobre la expresion génica del receptor de adenosina (Tabla 20) ni sobre la
excrecion de adenosina en orina (LPS + LVL-RecAP: 16,7 + 6,8 pg de adenosina/10 ug de creatinina: p < 0,001 comparado
con placebo) comparado con LPS solo.

Tablas
Tabla 17. Especificaciones del cebador/sonda
Simbolo del gen Nombre del gen ID del ensayo
CIPTEC
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Hs02758991_g1
TNF-a factor de necrosis tumoral Hs01113624_g1
IL-6 interleuquina 6 Hs00985639 m1
IL-8 interleuquina 8 Hs00174103_m1
TLR4 receptor 4 tipo toll Hs00152939 m1
ADORA1 receptor A1 de adenosina Hs00379752_m1
ADORA2A receptor A2a de adenosina Hs00169123_m1
ADORA2B receptor A2b de adenosina Hs00386497_m1
ADORA3 receptor A3 de adenosina Hs01560269_m1
Rifion de rata

GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Rn01775763_g1
IL-1B interleuquina 1 beta Rn00580432_m1
IL-6 interleuquina 6 Rn01410330_m1
IL-10 interleuquina 10 Rn00563409 m1
TNF-a factor de necrosis tumoral Rn99999017_m1
IFN-y interferon gamma Rn00594078_m1
HAVCR1 receptor celular 1 del virus de la hepatitis A Rn00597703_mA1
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LCN2 lipocalina 2 Rn00590612_m1
MPO mieloperoxidasa Rn01460204_m1
BAX proteina X asociada a Bcl2 Rn02532082_m1
NOS2 o6xido nitrico sintasa 2, inducible Rn00561646_m1
ADORA1 receptor A1 de adenosina Rn00567668_m1

ADORA2A receptor A2a de adenosina Rn00583935 m1
ADORA2B receptor A2b de adenosina Rn00567697_m1
ADORA3 receptor A3 de adenosina Rn00563680 m1

Tabla 18. Citoquinas en plasma y parametros experimentales

Placebo LPS LPS + recAP
Citoquinas
IL-1B (pg/mL) 9+9 6913 + 1362* 5764 + 1259%
IL-6 (pg/mL) ND 74294 + 11240% 70247 + 13812%
IL-10 (pg/mL) 17 £17 10054 + 2017# 8693 + 2513*
TNF-a (pg/mL) 141 21071 + 3375% 10514 + 889* *
IFN-y (pg/mL) ND ND ND
Parametros en plasma
Creatinina (mg/dL) 0,16 + 0,01 0,30 + 0,05 0,25+ 0,04
Urea (mg/dL) 28 +2 39 + 2# 48 + 3#*
Lactato (mg/dL) 24+5 34+2 33+3
Glucosa (mg/dL) 143+ 3 260 + 25* 216 £ 13*
Proteina (mg/dL) 58 [56-58] 58 [48-61] 56 [56-58]
Calcio (mmol/L) 2,59+ 0,03 2,43 +0,03% 2,41+ 0,06*
Fosforo inorganico (mmol/L) 3,01+£0,10 2,76 £ 0,09 2,81+0,10
Sodio (mmol/L) 149 £ 2 148 £ 2 146 £ 3
Potasio (mmol/L) 5,89 [5,66-6,21] 4,87 [4,66-5,23] 5,08 [4,76-5,18]

Los parametros en plasma se determinaron 1,5 horas después de la administracion de LPS. Los datos se expresan como
la media + SEM y la mediana [percentil 25, percentil 75], segun la distribucién de cada parametro. Las diferencias en la
distribucién de los parametros en plasma en comparacion con t = 24 probablemente estén relacionadas con el tamafio de
la muestra. Diferencias significativas estimadas mediante ANOVA de una via con prueba posterior de Bonferroni, o prueba
de Kruskal-Wallis con prueba posterior de Dunn. Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n = 5. # p < 0,05 en comparacién con
el placebo. * p < 0,05 comparado con LPS. LPS, lipopolisacarido; recAP, fosfatasa alcalina recombinante; ND: no
detectado.

Tabla 19. Parametros plasmaticos y urinarios

Placebo LPS LPS + recAP
Parametros en plasma
Creatinina (mg/dL) 0,20 + 0,01 0,24 + 0,02 0,20 + 0,01
Urea (mg/dL) 28 +2 48 + 4% 6x2*
Lactato (mg/dL) 10 [8-31] 14 [12-21] 12,0 [10-14]
Glucosa (mg/dL) 144 +7 132+ 11 161+ 3
Proteina (mg/dL) 56 [54-57] 56 [52-57] 54 [54-58]
Calcio (mmol/L) 2,84 [2,7-3,1] 2,65 [2,6-2,7] 2,70 [2,6-2,8]
Fosforo inorganico (mmol/L) 2,95+ 0,09 3,06 £0,10 2,95+ 0,09
Sodio (mmol/L) 150 £ [148-157] 154 [147-155] 150 [141-154]
Potasio (mmol/L) 4,24 + 0,04 4,32 +0,10 4,42 +0,24
Parametros en orina

Creatinina (mg) 54+0,3 6,10 £ 0,3 57+0,6
Urea (mg) 2678 + 26 482 + 21* 440 + 19*
Albumina (pg) 0 [0-54] 0 [0-663] 310 [0-419]
Glucosa (ug) 1,59 £ 0,25 1,74 £ 0,28 0,99 + 0,27
Proteina (ug) 3816 679 61+9
Calcio (umol) 41+0,7 72+09 74+17
Fosforo inorganico (mmol) 0,50 [0,3-0,9] 0,63 [0,6-1,0] 0,64 [0,6-0,8]
Sodio (mmol) 1,6 [1,3-2,01] 1,5[1,3-1,7] 1,5[1,4-2,4]
Potasio (mmol) 1,6+0,3 2,3 +0,4% 1,9+0,1*

Los parametros en plasma se determinaron 24 horas después de la administracién de LPS. Los parametros en orina se
determinaron entre 5 y 21 horas después de la administracion de LPS. Los datos se expresan como la media + SEM y la
mediana [percentil 25, percentil 75], segun la distribuciéon de cada parametro. Diferencias significativas estimadas
mediante la prueba de Kruskal-Wallis con prueba posterior de Dunn o ANOVA de una via con prueba posterior de
Bonferroni. Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n = 5; parametros en orina: Placebo n = 5. # p < 0,05 comparado con el
placebo. * p < 0,05 comparado con LPS. LPS, lipopolisacarido; recAP, fosfatasa alcalina recombinante.
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Tabla 20. Niveles renales de expresion génica

Valores de Ct Veces que se incrementa (2*"AACt)
Placebo LPS LPS + recAP Placebo LPS LPS + recAP
Citoquinas
IL-1B 27,7+0,5 26,6 £0,2 26,9+0,3 1,1+0,2 16+0,5 1,7+0,5
IL-6 37,4 [36,3-38,0] | 33,5[33,3-34,8] | 34,7 [34,4-36,4] 1,2+0,3 4,9+0,5* 52+1,2*
IL-10 34,8104 32,5+0,1 32,9+0,3 1,1+£0,2 3,3+0,9 55 +1,2*
TNF-a. 36,7 £0,2 35,8+04 37,2105 1,1+£0,2 1,0+ 0,1 1,0+£0,3
IFN-y 36,3+0,3 353+04 35,6 £0,2 1,1+£0,2 1,3+0,3 1,7+0,2
Marcadores
de lesion
KIM-1 31,7+0,4 229+0,7 25,3+0,6 0,8 [0,6-1,9] |430 [195-530]#| 113 [43-336]
NGAL 29,1+0,2 241+1,4 255+1,6 1,2+0,3 33+ 9% 28+8
MPO 32,4+0,3 31,4+0,7 33,0+1,0 1,0 [0,4-2,9] 1,4[0,4-3,9] | 0,6[0,3-3,2]
BAX 25,2+0,2 24,8 +0,1 251+0,3 0,9[0,7-1,5] | 0,7[0,3-2,1] 1,0 [0,5-1,3]
iNOS 36,2+0,5 35,0+£0,2 34,8 +0,8 1,1+0,3 1,8+0,5 26+0,8
Receptores
de adenosina
A1 28,6 +0,3 279+0,3 29,3+0,6 1,3[0,4-2,3] | 0,7[0,5-1,4] | 0,8[0,3-1,5]
A2A 27,0+ 0,1 26,4+0,2 27,3+0,3 1,3+04 0,8+0,2 0,9+0,2
A2B 29,0 [28,9-29,3] | 28,4 [28,1-29,0] | 29,0 [28,9-30,2] 1,2+0,3 0,8+0,2 0,8+0,1
A3 34,3+0,3 34,2+0,4 35,0+0,6 1,0+ 0,1 0,5+0,1* 0,7+0,1

Los datos se expresan como la media + SEM y la mediana [percentil 25, percentil 75], dependiendo de la distribucion de
cada parametro. Se estimaron las diferencias significativas del nimero de veces usando la prueba de Kruskal-Wallis con
prueba posterior de Dunn o ANOVA de una via con prueba posterior de Bonferroni. Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n =
5. # p < 0,05 comparado con el placebo. * p < 0,05 comparado con LPS. LPS, lipopolisacarido; recAP, fosfatasa alcalina
recombinante; MPO, mieloperoxidasa; BAX, proteina X asociada a Bcl2; iINOS, 6xido nitrico sintasa inducible.
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Ejemplo 10

Comparacion de LVL-RecAP con RecAP bajo diferentes condiciones de temperatura
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10.6. Materiales

10.6.1 Estandares de referencia
LVL-RecAP

RecAP

ES 2 684 639 T3

Numero de lote:

ID de PRA:

Contenido de proteina:
Actividad:

Condicion de almacenamiento:

Fecha de vencimiento:

Numero de lote:

ID de PRA:

Contenido de proteina:
Actividad:

Condicion de almacenamiento:

Fecha de vencimiento:

NB 1963p1

14-049

9,9 mg/mL (OD280)
6.537 U/mL (660 U/mg)
nominal a -70°C

8 de enero de 2015

2013-052, lote 62
14-311

13,3 mg/mL (OD280)
9.871 U/mL (742 U/mg)
a 2-8°C

6 de junio de 2016

10.6.2 Matriz del blanco

La siguiente matriz bioldgica se uso para la preparacion de soluciones de muestra.

Matriz: suero

Especie: humana

Proveedor: Seralaboratories International, Haywards Heath, Reino Unido
Condicion de almacenamiento: a una temperatura de almacenamiento nominal de -20°C

ID de PRA: 14-0624, 14-0647 y 14-0652

Fechas de vencimiento: 2 de mayo de 2016 (14-0624), 6 de mayo de 2016

(14-0647 y 14-0652)
10.7. Métodos
10.7.1 Preparacioén de soluciones
10.7.1.1 Hidréxido de sodio 2 M
Se preparo una solucion de hidréxido de sodio 2 molar disolviendo 8 g de hidroxido de sodio en aproximadamente 90 mL
de agua Milli-Q y, después de enfriar a temperatura ambiente, el volumen se ajusté a 100 mL. La solucion se almacend a
temperatura ambiente hasta un maximo de un mes.
10.7.1.2 Cloruro de magnesio 1 M
Se prepard una solucién de cloruro de magnesio 1 molar disolviendo 4,06 g de cloruro de magnesio hexahidratado en
aproximadamente 16 mL de agua Milli-Q. Después de la disolucion, el volumen se ajusté a 20 mL. La solucién se almacen6
a +4°C nominales hasta un maximo de un mes.

10.7.1.3 Cloruro de zinc 0,1 M

Se prepard una solucion de cloruro de zinc 0,1 molar disolviendo 272,5 mg de cloruro de zinc en aproximadamente 16 mL
de agua Milli-Q. Después de la disolucion, el volumen se ajusté a 20 mL.

La solucién se almacend a +4°C nominales hasta un maximo de un mes.

10.7.1.4 Solucién de glicina 0,025 M pH 9,6 para el método a 25°C

Se preparé una solucion de glicina 0,025 molar de pH 9,6 disolviendo 3,76 g de glicina en aproximadamente 1.800 mL de
agua Milli-Q. La solucién se calent6 a 25°C y se ajusté a pH 9,6 con hidréxido de sodio 2 M (véase la Seccion 10.7.1.1).
El volumen se completd hasta 2.000 mL y se volvio a comprobar el pH. El pH debe ser pH 9,6 a 25°C. La solucién se

almacend a +4°C nominales hasta un maximo de una semana.

10.7.1.5 Solucién amortiguadora diluyente de la enzima para el método a 25°C
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La solucion amortiguadora diluyente de la enzima se preparé mezclando 0,5 mL de cloruro de magnesio 1 M (véase la
Seccion 10.7.1.2) con 0,5 mL de cloruro de zinc 0,1 M (véase la Seccién 10.7.1.3) y 500 mL de solucién de glicina 0,025
M pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.4). A esta solucion, se le afiadieron 5,00 g de manitol y 0,25 g de albamina de suero
bovino y se disolvieron bajo agitacion. Se verificd el pH y, si se considerd necesario, se ajusté a pH 9,6 a 25°C usando
hidréxido de sodio 2 M. La soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima se preparo en forma fresca cada dia.

10.7.1.6 Fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M pH 9,6 para el método a 25°C

Se preparo fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M pH 9,6 disolviendo 1.528 mg de fosfato de p-nitrofenilo en aproximadamente
360 mL de solucion de glicina 0,025 M pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.4). Se verifico el pH y, si se considerd necesario,
se ajustd a pH 9,6 a 25°C usando hidréxido de sodio 2 M (véase la Seccién 10.7.1.1). Después de verificar el pH, el
volumen se ajusto a 400 mL con solucién de glicina 0,025 M pH 9,6. La solucion se almacené a +4°C nominales hasta un
maximo de 5 dias.

10.7.1.7 Substrato de trabajo para el método a 25°C

El sustrato de trabajo se preparé mezclando 120 mL de solucion de fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M pH 9,6 (véase la
Seccion 10.7.1.6) con 1,25 mL de solucién de cloruro de magnesio 1 M (véase la Seccion 10.7.1.2). A esta solucion se le
afadieron aproximadamente 15 mL de solucion de glicina 0,025 M pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.4) y se verificé el pH
y, si se considerd necesario, se ajustd a pH 9,6 a 25°C usando hidroxido de sodio 2 M (véase la Seccion 10.7.1.1). El
volumen se ajusté a 145 mL con solucion de glicina 0,025 M pH 9,6. El substrato de trabajo se prepard en forma fresca
cada dia.

10.7.1.8 Solucién de glicina 0,025 M pH 9,6 para el método a 37°C

Se prepar6 una solucion de glicina 0,025 molar de pH 9,6 disolviendo 3,76 g de glicina en aproximadamente 1.800 mL de
agua Milli-Q. La solucion se calentd a 25°C y se ajusté a pH 9,6 con hidroxido de sodio 2 M (véase la Seccion 10.7.1.1).

El volumen se complet6 hasta 2.000 mL y se volvié a comprobar el pH. El pH debe ser de pH 9,6 a 37°C. La solucion se
almaceno6 a +4°C nominales hasta un maximo de una semana.

10.7.1.9 Solucién amortiguadora diluyente de la enzima para el método a 37°C

La solucion amortiguadora diluyente de la enzima se prepard mezclando 0,5 mL de cloruro de magnesio 1 M (véase la
Seccion 10.7.1.2) con 0,5 mL de cloruro de zinc 0,1 M (véase la Seccién 10.7.1.3) y 500 mL de solucién de glicina 0,025
M pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.8). A esta solucién, se le afiadieron 5,00 g de manitol y 0,25 g de albumina de suero
bovino y se disolvieron bajo agitacion. Se verificd el pH y, si se considerd necesario, se ajusté a pH 9,6 a 37°C usando
hidréxido de sodio 2 M. La soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima se preparo en forma fresca cada dia.

10.7.1.10 Fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M pH 9,6 para el método a 37°C

Se preparé un fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M, pH 9,6, disolviendo 1.528 mg de fosfato de p-nitrofenilo en
aproximadamente 360 mL de solucién de glicina 0,025 M a pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.8). Se verifico el pH y, si se
considerd necesario, se ajusté a pH 9,6 a 37°C usando hidroxido de sodio 2 M (véase la Seccién 10.7.1.1). Después de
verificar el pH, el volumen se ajustd a 400 mL con solucion de glicina 0,025 M pH 9,6. La solucién se almaceno a +4°C
nominales hasta un maximo de 5 dias.

10.7.1.11 Substrato de trabajo para el método a 37°C

El sustrato de trabajo se preparé mezclando 120 mL de solucion de fosfato de p-nitrofenilo 0,0103 M pH 9,6 (véase la
Seccion 10.7.1.10) con 1,25 mL de solucion de cloruro de magnesio 1 M (véase la Seccién 10.7.1.2). A esta solucion se
le afadieron aproximadamente 15 mL de solucién de glicina 0,025 M pH 9,6 (véase la Seccion 10.7.1.4) y se verifico el
pH y si se considerd necesario se ajusté a pH 9,6 a 37°C usando hidréxido de sodio 2 M (véase la Seccién 10.7.1.1). El
volumen se ajusté a 145 mL con solucion de glicina 0,025 M pH 9,6. El substrato de trabajo se prepard en forma fresca
cada dia.

10.7.2 Solucion para adicionar LVL-RecAP (500 ug/mL)

Se prepard una solucion para adicionar recAP diluyendo 252,5 pL de LVL-RecAP (Seccién 10.6.1) a 5,00 mL con solucion
amortiguadora diluyente de la enzima (Seccién 10.7.1.5). La concentracion final de la solucion para adicion es de 500
pg/mL; esta solucion se usd para la preparacion de las muestras de suero humano enriquecidas con recAP (Seccion
10.7.4).

10.7.3 Solucioén para adicionar RecAP (500 pg/mL)

Se prepard una solucion para adicionar RecAP diluyendo 188,0 pL de RecAP (Seccién 10.6.1) a 5,00 mL con solucion
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amortiguadora diluyente de la enzima (Seccién 10.7.1.5). La concentracion final de la solucion para adicion es de 500
pg/mL, esta solucion se uso para la preparacion de las muestras de suero humano enriquecido con RecAP (Seccion
10.7.5).

10.7.4 Preparacion de muestras de suero humano para adicionar LVL-recAP

Se prepararon muestras de suero afadiendo LVL-RecAP a tres lotes de suero individuales que sirven de blanco usando
la siguiente concentracion:

Muestras de suero Concentracién Actividad calculada Volumen para la adicién  Volumen total
con LVL-RecAP (ug/mL) (U/L) (uL) (mL)
1 10,0 6.603 100 5,00
2 8,00 5.282 80,0 5,00
3 6,00 3.962 60,0 5,00
4 4,00 2.641 40,0 5,00
5 2,00 1.321 20,0 5,00
6 1,00 660 10,0 5,00
7 enddgena enddgena 0 5,00

Las muestras de suero se almacenaron a -70°C nominales hasta el andlisis.
10.7.5 Preparacion de muestras de suero humano para adicionar RecAP

Se prepararon muestras de suero para adicién de RecAP a tres lotes de suero individuales que sirven de blanco usando
la siguiente concentracion:

Muestras de suero Concentracién Actividad calculada Volumen para la adicién  Volumen total
con RecAP (ug/mL) (U/L) (uL) (mL)
1 9,00 6.680 90,0 5,00
2 7,20 5.344 72,0 5,00
3 5,40 4.088 54,0 5,00
4 3,60 2.672 36,0 5,00
5 1,80 1.336 18,0 5,00
6 0,900 668 9,00 5,00
7 enddgena enddgena 0 5,00

Las muestras de suero se almacenaron a -70°C nominales hasta el analisis.
10.7.6 Preparacion de soluciones de muestra para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y RecAP

Las soluciones de muestra para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y RecAP se prepararon por dilucion de la muestra
del producto LVL-RecAP o muestra del producto RecAP usando solucién amortiguadora diluyente de la enzima (Seccion
10.7.1.5 para el método a 25°C o Seccion 10.7.1.9 para el método a 37°C).

La muestra 1 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 125 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
y/o RecAP y se diluyé a 2,50 mL con solucion amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucién de muestra
final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o RecAP.

La muestra 2 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 125 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
y/o RecAP y se diluyé hasta 2,00 mL con soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion de
muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o RecAP.

La muestra 3 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 167 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
y/o RecAP y se diluyé hasta 2,00 mL con soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion de
muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o RecAP.

La muestra 4 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 250 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
y/o RecAP y se diluyé hasta 2,00 mL con soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion de
muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o RecAP.

La muestra 5 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 500 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
y/o RecAP y se diluyé hasta 2,00 mL con soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion de
muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y/o de RecAP.

La muestra 6 de la muestra de LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé tomando 1.000 pL de la muestra de suero de LVL-RecAP
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y/o RecAP y se diluyé hasta 2,00 mL con soluciéon amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion de
muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y/o de RecAP.

La muestra endégena (muestra 7) de LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 tomando 1.000 yL de la muestra de suero de LVL-
RecAP y/o RecAP vy se diluyd hasta 2,00 mL con solucion amortiguadora diluyente de la enzima para preparar la solucion
de muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y/o de RecAP.

10.8. Ejecucion, resultados y discusion

10.8.1 Equipo y configuraciones

Se usaron los siguientes métodos y configuraciones:

Espectrofotometro: Thermo Fisher Evolution 300 UV/VIS con calentador Peltier de celda tnica a 25°C (AN-18-3) o 37°C
(AN-18-4) con agitador magnético

Longitud de onda: 405 nm

Medicioén: durante 3 minutos, cada 15 segundos una medicion. El primer minuto no se tuvo en cuenta para los calculos.

Tipo de cubeta: vidrio

Se pipetearon las siguientes soluciones en una cubeta de vidrio. La temperatura de las soluciones fue de 25°C + 0,5°C
para AN-18-3 o0 37°C + 0,5°C para AN-18-4.

Reactivo Solucién de la muestra Blanco
Substrato de trabajo 1.450 L 1.450 L
Diluyente de la enzima 50,0 uL
Muestra 50,0 uL

Volumen total 1.500 L 1.500 L

Primero, el sustrato de trabajo y el diluyente de la enzima se mezclaron antes de que se afiadiera la muestra. La solucion
se mezcld y se colocd inmediatamente la cubeta en el espectrofotometro y el aumento en la absorbancia se midio de 1 a
3 minutos en pasos de 15 segundos para obtener al menos 9 puntos de datos. En el punto de datos de 3 minutos (ultimo),
la densidad o6ptica fue < 1,5. Ademas, la linealidad era aceptable; el coeficiente de correlacion (r) para cada réplica debe
ser = 0,990. Todos los resultados de la muestra con un coeficiente de correlacion (r) = 0,990 se tuvieron en cuenta para
la evaluacion, los resultados de la muestra con un coeficiente de correlacion (r) < 0,990 se reportaron solo con fines
informativos. La actividad de la enzima se realizé por duplicado, una prueba de cada dilucién.

10.8.2 Actividad enzimatica de LVL-RecAP y RecAP

Aunque en el plan de estudio se describid que la diferencia para los dos resultados individuales (actividad enzimatica)
deberia ser < 5,0% para aceptar los dos resultados de dilucién individuales, todos los resultados con un coeficiente de
correlacion (r) para cada medicion = 0,990 fueron usado para la evaluacion. Esto debido a que el método de actividad
enzimatica se validé para muestras de productos de farmacos con LVL-RecAP a 25°C + 0,5°C y no para otros origenes
y/u otras condiciones de fosfatasa alcalina.

La Figura 19 muestra la correlacion entre las actividades enzimaticas de RecAP en suero humano a 25°C y a 37°C. La
Figura 20 muestra la correlacion entre las actividades enzimaticas de LVL-RecAP en suero humano a 25°C y a 37°C.

La Figura 20 muestra la actividad/ug de proteina a 25°C y a 37°C para RecAP y LVL-RecAP. Los valores representan una
la media del cambio de actividad entre 25°C y 37°C para una concentracion de proteina dada.
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Reivindicaciones

1. Una proteina aislada que tiene actividad de fosfatasa alcalina, donde dicha proteina comprende una secuencia de
aminoacidos de 365 aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5
como se indica en la Figura 1, una secuencia de aminoacidos de 65 aminoacidos consecutivos, que tienen al menos 98%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 como se indica en la Figura 1, y una secuencia de aminoacidos de 54
aminoacidos consecutivos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 como se indica en la
Figura 1 en donde la proteina de longitud completa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98%
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la SEQ ID NO: 1 como se indica en
la Figura 1, con la condicién de que el aminoacido en la posicion 279 es leucina (L), el aminoacido en la posicion 328 es
valina (V) y el aminoacido en la posicion 478 es leucina (L).

2. Un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de acuerdo con la
reivindicacion 1.

3. Un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2.

4. Una proteina de acuerdo con la reivindicaciéon 1, un polinucleétido de acuerdo con la reivindicaciéon 2, o un vector de
acuerdo con la reivindicacién 3, para uso como un medicamento.

5. Una proteina, polinucleétido o vector para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, para uso en un método para
prevenir o tratar una enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia.

6. Una proteina, polinucleétido o vector para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde dicha enfermedad
inflamatoria se selecciona del grupo de enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis,
enfermedad hepatica inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

7. Una proteina, polinucleétido o vector para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde dicha enfermedad renal se
selecciona del grupo de lesion renal, lesion renal aguda, enfermedad renal crénica, insuficiencia renal, insuficiencia renal
aguda, enfermedad renal isquémica y dafio renal por isquemia/reperfusion.

8. Una proteina, polinucleétido o vector para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde dicha hipofosfatasia se
selecciona del grupo de hipofosfatasia perinatal, hipofosfatasia en bebés, hipofosfatasia en nifios e hipofosfatasia en
adultos.

9. Una célula huésped que comprende una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1, un polinucleétido de acuerdo con
la reivindicacién 2 o un vector de acuerdo con la reivindicacion 3.

10. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicha célula huésped es una célula CHO.

11. Un método para producir una proteina de la reivindicaciéon 1, que comprende cultivar la célula huésped de la
reivindicacion 9 o 10 y permitir que la célula huésped produzca dicha proteina.

12. Una composicion que comprende una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1 y/o que puede ser obtenida mediante
un método de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12 para uso como un medicamento.

14. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el medicamento es para uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia.

15. Una proteina, polinucleétido o vector para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5 u 8 o una composicion para uso
de acuerdo con la reivindicacién 14, donde dicha prevencién o tratamiento de hipofosfatasia da como resultado una
supervivencia prolongada, aumento de peso corporal, fenotipo esquelético mejorado, atenuacion de defectos
craneofaciales, mejora del fenotipo dentoalveolar, y/o reduccién de los niveles de PPi en plasma.

42



ES 2 684 639 T3

ALLOVAAVTASVI AIITOVY AVHAHYAASOTONIHATHYO IOV INVAGHOOHL TEF
_. —O_H_ t(L tON aT Das)  1dTVU 8P (P8F - LEY) eulIa]-D BIDUAND3S

A TIAY S O0HAAISSAS AIAIEY IO TAAIIONIA TTALAYAHTEVADAVTOATI SSIITAAD 997
$(9 (ON 4T BES)  dV1d 9P (OEY - 99E) BUOIOD US OIUILIOP 3P BISUBNIBS

DASAAHSHAYIATLTIAIAS II0SVHA T VAT ANAVAL TYDAVAIEHHOHATYOOAAATAADYANT TOE

STTITVYAININTS JATIIOYH T IR IA9 IR TOWTHIASDITSYORTA DI HMAZ MY OSHAVIMNADATHIDA TA TONDS v AVAATIAdIONI AWANEDDD T0Z

TIAQTARNSTTOLN T A0D3A0EVSYARAVIS AMIENALHY A LOVASYHOAY LLLAADASHO VO VENHAS T ATNDE L INION AGVYVSTOT LOANYHADD 10T
TAYIVIVYSAdATHAANALN S TV TAdIIARYTd LIS TIONIGO N TIH LY IALJAD TOAD TATT INAVAUD T A0 TNV VATV AV OUNMATANIIIVATA T

D(GIoN AT TES)  |dIvY 2P (GOE - L) |eulwIa]-N BIDUSN23S

JIL0¥ddY IOV LAAE TOVYAVHAHVAASOADADHATHYOAodvANYATASOHIAANTAAVS DTHAAASHSASALAITIVIONT T0F

ARDAINIETTATL ARG TATAEHOAVTOAT S SOF 1 d L0945 AAHSHOY. AT T IOAAS IOV I A TV AT AWAYA L TYOAVAIFHHOHOTADOMAATLIO9ANT T0E

STTITYYAIHAWTSIATIITIHTAANLADdTATOWTHLASDITSVOHTA LINMAA MYDOHATIMADATNADA TATOND S VAYAAAAAI LOWd AWAYEDDD 102

TIATTIFNS T TOLYI A0 E0IVS YANI VIS AMITENALHY A LOVASYHOA A LLLAADASH OV VENHAS TAINDY I INSONAGVYYS T I LOANYAADD 10T
TAYLYIVYSAdATHIANA LA S TYTAA AAAWTTd LEAD TYONMDIN TIH LY IALAADTOAD TAT I TNAVAMD T AD T VYO TV AV TANMAVANTI G AT A T

(¥ roN aT Dd4sS)  d3-dd1v-IdvsS Sp eldusndsg

AI1SVAdYTIJVLAAZ TOVYAVNARY T ALOADASHATHYOADEV ANVAQASVHIEA0 TAAVS DOHAZdS D5 ASALAdAEVIOAT T0F

ARDINDATTALAN NI AIVHOdVTOAI S S DETdADDAS AAHSHAYIATS TIAIAS ITOCVHI INAT AN I IHL TFaAVI S EHHOHA TUDDIAITAIDEINT T0E

STTATYYATRINTSAATISOHHT ARMHNADdHE 3 TONTHIASIITSYOR T LINMAZ Y YOOHATINADATIMOATAIOO0E AAddATIAd IOWE AWANYDOD 102

TTAATAHNS T TOIY T ADOI9E0AVS TIATVAS AMNENALHV AT OVASTHONALLLAADASAD WY VINHAS T AANDH LINIONATVYYS T T LOANDAADD 10T
TAVLYIYOSAdASHTANALE S TYAAAAMAHETd THAD THAMADOH TIHYE IALS AYRDADTAT T TN WY LDV AU TH ¥ TV AV Y HANMATANS AN T T T

t{g 0N 0T OHZ) (€£°7£9T00 WM :0S800E 9P 0JAWNU UOD BINpEW euldlold ap BIDUBN23S) 44TV OHS I

AIL0¥ddY IOV LAE TOVT AVHNAHYAASOHOADHATHYOd DY AAYAUH D DH IS S TAAVY DO AAdS DEHS HNAGSHADSNA 108
ARDIINDATISLAWISAOWNISIVTDATISSDITIADDASAAHSHAYIATLTIAIAS ITOSVIATYAT ANAVTAL TFOAVAIETHHDHITIDDAAITAIDIANT TOE
STTATVYAIRANTSITTIICHHTARAIADARI TOMTHIASOITSYORTA LdMMAAMTOCHAVIMADATNADI TATONOS VAVIATIAIIONT AWANEDDD 102
TTAATAHNS T TOIY T ADIOEOIVEVARAVAIS IMNENATIHYZ T OV ASYHOAY LLIAASASYOUDMVINHNAS TATNSY LI NICNASYYYETO T LOANYIADD 10T
TRVINIVYSTAATATANALIS TV TAA ATV TA LA THONAFO N TTALVIALAADTOAS TATT THAVAMD T AD TANVVOTVAVVOANMAVANSTIVATA T

(70N T 9HS) (€ TESTO0 WH :0S800B 2P 0JAWNU U0D einpew euldjold ap eIDUBND8S) TJTVY DHSTSY

OILIVATYTADVLAAETOVYAVHAHTAASDADADHATHYOADAV ANVATAZOHITEOTAAVEDOHAHASOSHSHIADAHVIONT T0F

ARDAINIATTALAYHEAEVHSAVTOATIS SO TdADDASAANSHAYIATLTIAAAS LI0S VA IVAT ANAVALAYDAVADEHHOHA TUDDAAITAIDEANS T0E
STTATYVAIRANTS AT TIAOH T T EAM LASdES TOWNTHIASDA TS ¥ ORTA LHNMAA MY OTHA T IMADATNEOO TH TONDS VOYdAAd0d LOMd AWANES9S 107
ITAATAFRNSTTOIYTADD OV VARAVAS AMENATHY Z T OVASTHOAY LLIAADASYOUDAVINHAS TATNOY LINICNAIVYYS TOTLOANYIADD T0T
TAVIV IV SAdADITANAL Y S TY TAIAIIRYTd LEAD THONIOO N TTH IV IALIAD TOAD TAT I INIVAMD T A0 TANV VATV AV OINMAV ANTIIVATA T
AT oioN dr DES) (dW294-1AT) dv29H 2p epelolaw ejouandss

43



ES 2 684 639 T3

ugjaiodoig

44

FIG. 2



ES 2 684 639 T3

i
o o O o o o o o o o o
o o O M~ O W ¥ O N o~

sopejel] sauojel ap 9%

45

Dias de tratamiento

FIG. 3



ES 2 684 639 T3

Bsyn 002

eJp Jod B/ 002
BN 0001
uoIoe|NWIS

|01u0oD)

td o9

(y) odwaiy

¥ 'Old

f§  7¥© ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
S ®w o © 9o 1 9 n
<t M O AN N - = O

(Ip/Bw) euluneasd

46



ES 2 684 639 T3

BN 002

ejp Jod /BN 002
Bn 0001
uoIeINWIS

[0J1UCD

LI B

(72

09

14

(y) odwaiy

9¢

1 {4

¢l
1

GOl

= O

.|

——

0001t

b=
(=
o
&N
(¥n) dv ep pepiARdY

000¢€

000t

47



Supervivencia (%)

ES 2 684 639 T3

Tasas de supervivencia después del tratamiento con LVL-RecAP

100

=@~ LVL-RecAP16 (n=10)
== LVL-RecAP8 (n=12)
=@= LVL-RecAP1 (n=14)
-~ \ehiculo {n=19)

u

dias

FIG. 6A

48

60



ES 2 684 639 T3

sL 91dY3=Y-A]

‘I_ul -1
1

=02
sSuU
)€
(0T=U) 9TdV23Y-1AT
8dYIH-TA
L 0
=01
02
8¥00'0=d
Log

(zT=Uu) 8dv23Y-1A1

(6) jesodiod osed

(6) jesodiod osed

49 'oOld

TdY¥234-1A1 o[naIyaA

su S¥20'0=d

61£00=d

(PT=u) TdVYI94-1A1

dvo9y-1A7 U092 ojusiwejel) |op sendsap |eJodiod osed

L0

=02

€

(6) jesodiod osed

49



ES 2 684 639 T3

. TA

FIG

50



ES 2 684 639 T3

FIG. 7B

51



ES 2 684 639 T3

v8 "Old

JB|nJaqeJ) osany

‘39S UDIDBIISO

|E2IM0D osany

E|jipoJ B] 3p EISIA

§|0J1u00

52



ES 2 684 639 T3

volumen 6seo

ns
60 |
p=0.0321 020.0.302

] ]
LVL-RecAP8 LVL-RecAP16
p44 p53

FIG. 8B

volumen osteoide

ns
| |
60+
p=0.0001 p=0.0175
l I I | TS
g 40~
@
=
Q 20+ ‘
c L] L
LVL-RecAPS8 LVL-RecAP16
p44 p53

FIG. 8C

53



control16

LVL-RecAP8

Il

p53

LVL-RecAP16  p53 |

ES 2 684 639 T3

o5t ||

p20

Alpt-

e A £ i

1o

|BII!F"3u B| ap 915!ﬂ| [eonuood osany ]18|noaqe.q osany [-:ms uppeog!so]

54

FIG. 9A



ES 2 684 639 T3

PPi en suero

p=0.0413

LVL-RecAP1 Alpt-
FIG. 9B
PPi en suero
20~
ns
15+
—
| ]
LVL-RecAP16 TS

FIG

55

. 9C




ES 2 684 639 T3

0l "Old

56



ES 2 684 639 T3

8dVoey-TAT AHAY SL

Ged

9¢

57



ES 2 684 639 T3

UugIoenuijuo) ‘LI ‘|4

wr poL

v

91dvoed-1AT SL

58



ES 2 684 639 T3

cl 9l

oL 8 L - oL - = (a7} dY2RY-1AT [ -1 } - ok - -(/n) dyesd-TAT 0F S b . oL - - fwifn) dysel-1a1

(B} 547 - ..:EB& sd1

(lwy/6ird) 547
0 0 0

10005 100002

00}

H00000 1 0000%

-

100009
002
00008

(juyBd)

£) ugioesUasUO)
(1wyBd})

9~} ugldejUBIUDD

:E

(wjBd)
D-4NL UQldeljuaduo)d

-00008Z 000001

- 00¢

o

™~
{12vv-2)
£ Buawne anb sasap
o
(Lo vv-w2)
-1 Buswne anb seosp
¥
]
(L2 vv-uz)
p-4N L Ejuswne anb seasp

+*
Q
=
<
=

*
g
L
=z
| o

<

59



ES 2 684 639 T3

00005

-000004

~000051

00005
- 000001
- 0000SL

- 000002

- DD0DSE

(rwyBd)

-1 uglveljUBIUDD

(lwyBd)

gl ugIoE;UBILOD

uogloenuiuo) ‘Z1 'Ol4

00008

~000001

000D

-0000F

16d)

9+ ugIgENUBIUDD

00009 3

- 00008

-00000L

=

T

L=
=
—

T

(=]
=
(3

(=]
&
{1w/Bd)
n-ﬂui uglaRIJUadIUOYD

g

(]

- 00L

o
&
(w6
p-4N1 uUQloelUBIUDD

- 00E

@

60



ES 2 684 639 T3

- 00008

- 000001

-~ 000051

(1wyBd)

8-7| uglorjuUadUCY

vel 'Old

0

- 00002

- 0000%

- 00009

- 00008

- 000001

(lw/bd)

9-71| uoloBIJUBIUOD

61



ES 2 684 639 T3

1500007

100000+
50000

(1w/Bd)
8-711 uoeuUadUo)

100000

80000+
60000+
40000+
20000+

(1w/Bd)

9-"11 UoIoBJUBdUOD

62

FIG. 13B



ES 2 684 639 T3

+*
i
.
=
e
o o o o o
(= (=3 (=] =] [=]
1Te ] o uwn [ =] uy
(& | o4 L o L o
(1wyBd)
0-4N L UQIOBIUSIUOD)
©
-
=~ 3t

1 L] L] L) L]
(=] =] =] =] [=] o
[=] = = (=] o
= [=] [~ 8 (=]
[=] (=] [=] [=]
uwn - o~ o -
(1wrbd)

9= uQIdBJJUadUOD

63

FIG. 13C



ES 2 684 639 T3

500 n

400 +

300 -

200 - #

% de aumento en liberacién de ATP
respecto al control

64



Aumento de la seiial (%)

Aumento de la seiial (%)

1207

100 il

80~
60

40 §

20

ES 2 684 639 T3

Eliminacién del plasma de FITC-Sinistrina:t=2-5h

Placebo
— | PS
s | PSHLY

tyz = 21 % 1.6 min
tyz = 55 = 8.9 min®
L-recAP t,, = 37 £5.7 min

120 1

15 30 45 60 75 S0 105

FIG. 15A

Eliminacion del plasma de FITC-Sinistrina: t=21,5-24 h

120 135 150 165

~= Placebo
—| PS

= | PS4+ VL-recAP t”z =23 £1.3min

ty, =25+ 27 min
ty, =26+ 26 min

15 30 45 60 7% 90 106 120 135 150 165

FIG. 15B

65



Excrecion fraccional

Eliminacién de creatinina

ES 2 684 639 T3

80 - #
60 - "
£ =
(3]
A
g | =5
20 +
0 1 1 1
Placebo LPS LPS+LVL-recAP
FIG. 15C
# 1
4 - ™
—3- n
3+ [ ]
3 2 [] A
E
1 .
o ¥ L | 3
Placebo LPS LPS+LVL-recAP

FIG. 15D

66



ES 2 684 639 T3

#
1.5%10°" —
| |
W
£ 06 ] ]
S __1.0x10°]
D 1
= ]
S 0.5x10%] . N
" at
0'—"*._ 1 ] ¥
Placebo LPS LPS + recAP
FIG. 16A
gu #
2.0x10 e
|
© 1.5%10°"
£ i
— g-
E g 1.0x10 i A,
< = I
S 0.5x10°" . R
0 -—-'l#' » —ir
Placebo LPS LPS +recAP

FIG. 16B

67



ES 2 684 639 T3

2.0%x107 H
—

© [ |

E  1.5x10™
8~ [ |

e £

c - 7
o E 1.0x10 I Aa
g N .
4 0.5x10 (T A

0'# - *
Placebo LPS LPS +recAP
FIG. 16C

s 3000 #

g .

0 —

- O n

o= 20007

- i

T P an

c - . ‘A
% g 1000 ':F‘
o -o-wgipe- - AA

Placebo LPS LPS + recAP

FIG. 16D

68



ES 2684 639 T3

Inmunotincién de KIM-1 de rifién

FIG. 16E

69



ES 2 684 639 T3

TNF-a

_ 9,
bﬂ@
x
.
%,
| %,
“
¥ L] L] T T 0
T T T T L] v =3 Q L= ] (=] (= o
2 T g § o 8 88 8 g
n © W o e S & & g
o~ o - L aﬂl -] - o™
(|wy/Bd) (jwBd)

B-4NL UQIoBJUSJUOD -1l uoeLUa2U0D

2500001

200000
50000~
50000

100000

{jwyBd)
B-"11 UQIDBJUSIDUO)

~
O
L

70



RecAP 37°C (U/L)

LVL-RecAP 37°C (U/L)

8000~

2]
(=4
(=]
o
1

4000+

2000+

ES 2 684 639 T3

y=1.170x - 25.84
r?=0.9892

8000+

6000+

4000+

2000+

1000 2000 3000 4000 5000 6000
Re cAP 25°C (U/L)

FIG. 18

y =1.368x + 62.15
r?=0.9932

1 L] ¥ ¥ ] ]
1000 2000 3000 4000 5000 6000
LVL-RecAP 25°C (U/L)

FIG. 19

71



Actividad (U/L)

2000+

1500+

1000~

500-

ES 2 684 639 T3

—=— Delta media RecAP 25-37°C
~+— Delta media RecAP-LVL 25-37°C

Proteina (ug/mL)

FIG. 20

72



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

