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DESCRIPCION
Conjugados para administracion 6sea y procedimiento de uso de estos para dirigir proteinas al hueso

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a acidos nucleicos codificantes de conjugados para administracion ésea.

Se describen composiciones para administracion dsea que comprenden motivos peptidicos, modificados dentro de
la estructura de una proteina a través de tecnologia de ADN recombinante para promover la unién a la matriz 6sea.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los avances tecnoldgicos en biologia molecular, la produccion de proteinas recombinantes y la purificaciéon de
proteinas a gran escala han permitido la produccién de grandes cantidades de proteinas que ahora se utilizan como
productos biofarmacéuticos. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales y las formas solubles del receptor TNF-a se
han utilizado en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, tales como la enfermedad de Crohn o varias formas
de psoriasis (1). Otro ejemplo de uso de proteina recombinante es la terapia de reemplazo enzimatico (ERT). La
ERT se ha utilizado para tratar enfermedades de almacenamiento lisosémico. Este grupo de trastornos genéticos se
caracteriza por la pérdida de la funcién de las enzimas lisosémicas, lo que produce patologias somaticas, y a veces
neuronales, graves. En la ERT para estas enfermedades, los pacientes reciben una infusion con grandes dosis de
enzimas normales. Estas enzimas infundidas después se interiorizan desde la circulacién a través de los receptores
de la superficie celular (receptor de manosa-6 fosfato) e ingresan en la via endocitica en el camino hacia el sitio de
accion, el lisosoma. No todos los intentos de tratar los trastornos genéticos a través de la ERT han resultado
exitosos.

La hipofosfatasia es un tipo raro y hereditario de raquitismo u osteomalacia que ocurre con una incidencia de 1 por
cada 100.000 nacimientos para la forma mas grave de la enfermedad. Las formas mas leves son mas frecuentes. En
este defecto del metabolismo innato, las mutaciones inactivan el gen que codifica la isoenzima no especifica del
tejido de la fosfatasa alcalina. Se caracteriza bioquimicamente por una actividad subnormal de la fosfatasa alcalina
en suero. La deficiencia de fosfatasa alcalina en los osteoblastos y condrocitos deteriora la mineralizacion
esquelética, lo que produce raquitismo u osteomalacia.

Existe una gama muy amplia de expresividad de la hipofosfatasia, que va desde una forma perinatal que a menudo
causa el nacimiento de bebés muertos debido a un esqueleto sin mineralizar, hasta una forma més suave que solo
presenta la pérdida prematura de los dientes. Los bebés y los nifios gravemente afectados heredan la hipofosfatasia
como un rasgo autosémico recesivo. Existen cuatro formas principales de la enfermedad: perinatal, infantil, de la
nifiez y adulta. La hipofosfatasia perinatal se manifiesta durante la gestacion y la mayoria de los recién nacidos
afectados sobreviven por poco tiempo. La hipofosfatasia infantil se manifiesta clinicamente antes de los 6 meses de
edad. Aproximadamente el 50 % de los pacientes muere en un afio. La hipofosfatasia de la nifiez varia
enormemente en cuanto a la gravedad, pero la mayoria de estos pacientes sufriran sintomas esqueléticos a lo largo
de su vida. La hipofosfatasia en adultos aparece durante la mediana edad, con sintomas tales como fracturas
dolorosas por esfuerzos recurrentes que tienen una curacion deficiente.

Los osteoblastos y los condrocitos son normalmente ricos en fosfatasa alcalina no especifica del tejido donde se
adhiere a la superficie celular. En la hipofosfatasia, la falta de actividad de la fosfatasa alcalina provoca la
acumulacion extracelular de tres compuestos de fésforo que se cree que son sustratos de la enzima:
fosfoetanolamina (PEA), pirofosfato inorganico (PPi) y piridoxal 5'-fosfato (PLP). El PPi es un inhibidor del
crecimiento de cristales de hidroxiapatita, y la acumulacion de PPi en la enfermedad explica el deterioro de la
mineralizaciéon esquelética. En consecuencia, el suministro de enzimas activas a los pacientes que sufren de
hipofosfatasia disminuye los niveles de PPi extracelular y mejora la mineralizacién esquelética.

Actualmente, no existe una terapia médica establecida para la hipofosfatasia. Los ensayos de reemplazo de enzimas
mediante infusiones intravenosas de fosfatasa alcalina han fracasado. Parece que la actividad de la fosfatasa
alcalina se debe aumentar no en la circulacion sino en el esqueleto mismo. Esta hipétesis se confirmé recientemente
por el trasplante de médula ésea. Lamentablemente, los beneficios del trasplante solo duraron un periodo corto
debido a un injerto deficiente.

Por lo tanto, es necesario proporcionar un enfoque de terapia de reemplazo enzimatico para proporcionar enzimas
activas al esqueleto de los pacientes que sufren hipofosfatasia.
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Las proteinas dirigidas a los huesos podrian ser Utiles no solo para el tratamiento o la prevencion de la
hipofosfatasia (pérdida de la funcién de la fosfatasa alcalina), sino también para el tratamiento o la prevencion de
otras enfermedades genéticas caracterizadas por una actividad enzimatica defectuosa implicada en el metabolismo
6seo, tal como raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH) (pérdida de la funcién del gen regulador del fosfato con
homologia a endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX)).

El XLH es la mas prevalente de las hipofosfatemias familiares (OMIM 307800, 307810). Se caracteriza por una
reduccion de la reabsorcion de fosfato en el rifién, hipofosfatemia, normocalcemia, niveles plasmaticos de 1,25-
dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D, calcitriol) de normales a bajos, funcién normal de la glandula paratiroides y
actividad elevada de la fosfatasa alcalina plasmatica. Estos cambios estan asociados con el retraso del crecimiento,
la deformidad de las extremidades inferiores, la evidencia radiolégica e histomorfométrica del raquitismo y la
osteomalacia. Esta enfermedad parece ser el resultado de la combinacion de defectos renales en la reabsorcion de
fosfato tubular y el metabolismo de la vitamina D, asi como un trastorno funcional en los huesos y los dientes. El
XLH es el resultado de la inactivaciéon de mutaciones en el gen PHEX, un miembro de la familia de la
metalopeptidasa de zinc de las glicoproteinas de membrana integral tipo Il. Estas mutaciones impiden la expresién
de una enzima PHEX funcional en la superficie celular de los osteoblastos. Hasta ahora, el tratamiento de los
pacientes con XLH se limita a la suplementacion con complementos de fosfato inorganico (Pi) orales en cuatro o
cinco dosis divididas por dia, y la coadministracién de 1,25(0OH)2D para compensar la sintesis inadecuada de
1,25(0OH)2D. Estas altas dosis de fosfato con frecuencia provocan intolerancias gastrointestinales, particularmente
diarrea, lo que lleva al incumplimiento del paciente. Por un lado, la carga de fosfato conlleva el riesgo de provocar un
hiperparatiroidismo secundario (que puede ser lo suficientemente grave como para requerir una paratiroidectomia)
mientras que, por otro, la administracion de un exceso de 1,25(0OH)2D puede provocar hipercalciuria, hipercalcemia
y nefrocalcinosis.

Por lo tanto, la ERT dutil para el XLH trataria de reemplazar la enzima PHEX defectuosa en pacientes con XLH por
una enzima funcional obtenida a través de tecnologia de ADN recombinante. Como la enzima PHEX normal esta
anclada en la membrana plasmatica de los osteoblastos por un péptido hidrofébico, la forma natural de PHEX no
puede ser producida y purificada en cantidades suficientes para su uso en un preparado farmacéutico. Para evitar el
problema, se disefid y se produjo una forma soluble de PHEX recombinante (o sPHEX) en cultivos celulares, se
purificé y se formuldé para administracion intravenosa (IV) (WO 00/50580). sPHEX se inyectd posteriormente en
ratones Hyp, un modelo de ratén para el XLH, tal como se describe en la solicitud estadounidense pendiente de
aprobaciéon n.° 10/362.259. Se observé una mejora de diversos parametros séricos relacionados con el hueso,
incluida una reduccién de los niveles anormalmente altos de fosfatasa alcalina sérica. Aunque estos experimentos
fueron exitosos, se creyd que la eficacia del sSPHEX terapéutico podria aumentar si la proteina recombinante se
modificaba para promover su union a los minerales 6seos.

Por lo tanto, se necesitan medios para dirigir con éxito las proteinas a la matriz 6sea.

Se sabe que los bifosfonatos presentan una unién de afinidad alta con la hidroxiapatita (HA), y se han utilizado para
dirigir moléculas pequefias (4) y proteinas (5) a los huesos. Sin embargo, esta estrategia requiere modificaciones
guimicas de las proteinas purificadas y presenta varias desventajas, entre ellas una posible interferencia con la
actividad de las proteinas y etapas de purificacion adicionales.

Otra estrategia para dirigir moléculas pequefias a los huesos ha sido conjugar estas entidades con péptidos acidos
como el poli-Asp (6). Esta estrategia se desarrolld tras la observacién de que diversas proteinas sintetizadas por
osteoblastos, las células formadoras de huesos, se unen a la matriz sea a través de secuencias particularmente
ricas en residuos de aminoacidos acidos (Asp y Glu). Este es el caso de la osteopontina (7) y la sialoproteina ésea,
dos proteinas no colagenosas. Por lo tanto, se utilizaron péptidos acidos (Ez10 Yy D210) para dirigir moléculas
pequefias (es decir, metotrexato, FITC, Fmoc, biotina, estradiol) a la hidroxiapatita in vitro. Se utilizaron péptidos
acidos (Es y De-10) para dirigir moléculas pequefias (es decir, FITC, Fmoc, estradiol) a la hidroxiapatita in vivo. Por
Ultimo, se demostré que Es confiere a BSA, hemoglobina y IgG la capacidad de unirse a la hidroxiapatita in vitro. En
todos los casos anteriores, la unién de la secuencia acida se realiz6 quimicamente.

WO 98/35703 A2describe procedimientos y composiciones para la administracion de agentes terapéuticos, que
incluyen proteinas, al tejido 6seo empleando conjugados de oligémeros peptidicos cargados negativamente.

Oda K y col. (1999; Journal of Biochemistry 126(2): 694-699) describe la purificacién de una forma soluble de
fosfatasa alcalina no especifica de tejidos humanos (TNSALP).
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La presente invencién busca abordar estas y otras necesidades.

RESUMEN DE LA INVENCION:

La presente invencién muestra que las moléculas grandes y complejas, como las proteinas, pueden fusionarse con
péptidos acidos para dirigirse con éxito al hueso in vivo.

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
polinucleétidos seleccionada del grupo que consiste en:

a. un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos como se presenta en la SEQ ID NO: 7;

b. un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se presenta
enla SEQ ID NO: §;

c. una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en
a)ob),y

d. una secuencia de nucledtidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
nucleétidos en c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridacion e hibridaciéon en 6 x SSC, 5
x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmdn fragmentado desnaturalizado a
68 °C; y lavados en 2 x SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2 x SSCy SDS al 0,1 % a
temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1 x SSC y SDS al 0,5 % a 65 °C tres veces durante 5 min; donde dicha
molécula de &cido nucleico codifica una fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una
secuencia de poliaspartato Dn, donde n=10 a 16.

Se describe un conjugado para administracion ésea que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste
en: A) X-Dn-Y-proteina-Z; y B) Z-proteina-Y-Dn-X, donde X est4 ausente o es una secuencia de aminoacidos de al
menos un aminoAcido; Y esti ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoécido; Z esti
ausente o es una secuencia de aminodcidos de al menos un aminoacido; y Dn es un poli aspartato donde n = 10 a
16. También se describe que la proteina en el conjugado para administracion 6sea es un gen regulador de fosfato
soluble con homologia para las endopeptidasas en el cromosoma X (sPHEX). También se describe que la estructura
del conjugado es: X-Dn-Y-sPHEX-Z. Se describe que sPHEX tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en los aminoéacidos 46 a 749 de la figura 10; 47 a 749 de la figura 10; 48 a 749 de la figura 10; 49 a 749 de
la figura 10; 50 a 749 de la figura 10; 51 a 749 de la figura 10; 52 a 749 de la figura 10; 53 a 749 de la figura 10; y 54
a 749 de la figura 10.

Se describe que, en estos conjugados para administracion 6sea, n es 10. Ademas,

se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 11. Ademas,

se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 12. Ademas,

se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 13. Ademas,

se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 14. Ademas, se describe que, en este conjugado
para administracion 6sea, n es 15. Ademas, se describe que, en este conjugado para administracion ésea, n es 16.

Ademas, se describe que el SPHEX consiste en la secuencia de amino4cidos 46 a 749 de la figura 10 y n=10.
Se describe que la proteina en el conjugado es una fosfatasa alcalina soluble (SALP).
Se describe que la estructura del conjugado es: Z-sALP-X-Dn-Y.

Se describe que sALP esta codificado por la secuencia como se presenta en la figura 16A. Ademas, se describe que
sALP tiene la secuencia como se presenta en la figura 16B. Se describe que, en estos conjugados para
administracion 6sea, n es 10. Se describe que, en este conjugado para administracion ésea, n es 11. Se describe
que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 12. Se describe que, en este conjugado para administracion
Osea, n es 13. Se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es 14. Se describe que, en este
conjugado para administracion ésea, n es 15. Se describe que, en este conjugado para administracion 6sea, n es
16. Ademas, se describe que n=10.

Se describe una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en: un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687 786 T3

aminoacidos como se presenta en la figura 8; un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos como se presenta en la figura 11; un polinucleétido que comprende la secuencia de
nucleétidos como se presenta en la figura 7; una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con
cualquiera de las secuencias de nucledtidos en (a), (b) o (c); y una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar
en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a), (b), (c) o (d), donde
las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridacion e hibridacion en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt,
SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado a 68 °C; y lavados en
2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2XSSC y SDS al 0,1 % a temperatura ambiente
durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS al 0,5 % a 65 °C tres veces durante 5 minutos.

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

La invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos como se
presenta en la figura 17A; un polinucledtido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos como se presenta en la figura 17B; una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con
cualquiera de las secuencias de nucledtidos en (a) o (b); y una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar en
condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de nucleétidos en (c), donde las condiciones de rigurosidad alta
comprenden: prehibridacion e hibridacién en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de
esperma de salmodn fragmentado desnaturalizado a 68 °C; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura
ambiente durante 10 min; en 2XSSC y SDS al 0,1 % a temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS
al 0,5 % a 65 °C tres veces durante 5 minutos; donde dicha molécula de &acido nucleico codifica una fosfatasa
alcalina soluble fisiol6gicamente activa que comprende en el extremo C una secuencia de poliaspartato Dn, donde n
=10al6.

También se describe una molécula de &cido nucleico aislada codificante de PHEX soluble funcional que comprende
una secuencia de polinucledtidos seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleétido codificante de un
sPHEX que comprende los amino&cidos 54 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucleétido codificante de
un sPHEX que comprende los aminoacidos 53 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucledtido codificante
de un sPHEX que comprende los aminoacidos 52 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucleétido
codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 51 a 749 como se presenta en la figura 10; un
polinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 50 a 749 como se presenta en la figura 10;
un polinucledtido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 49 a 749 como se presenta en la figura
10; un polinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 48 a 749 como se presenta en la
figura 10; un polinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 47 a 749 como se presenta en
la figura 10; un polinucledtido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 46 a 749 como se presenta
en la figura 10; una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de
nucleétidos en (a) a (i); y una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada
con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en (a) a (j), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden:
prehibridacion e hibridacion en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de
salmon fragmentado desnaturalizado a 68 °C; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante
10 min; en 2XSSC y SDS al 0,1 % a temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS al 0,5 % a 65 °C
tres veces durante 5 minutos. Ademas, se describe que la molécula de acido nucleico aislada ademéas comprende
en su extremo 5', un polinucleétido codificante de un poli-aspartato seleccionado del grupo que consiste en D1 a
D16-

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

Se describe una composicion para administracion ésea que comprende un conjugado para administracién 6sea y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe un procedimiento para administrar una proteina a tejido 6seo de un mamifero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad efectiva de un conjugado para administracién 6sea tal como se describi6.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687 786 T3

También se describe un procedimiento para administrar sPHEX a tejido 6éseo de un mamifero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad efectiva de un conjugado para administracion ésea.

También se describe un procedimiento para administrar ALP a tejido 6seo de un mamifero que lo necesita que
comprende administrar a dicho mamifero una cantidad efectiva de un conjugado para administracion ésea.

También se describe un procedimiento para tratar una afeccion o enfermedad relacionada con un defecto 6seo
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homologia para
las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX) que comprende administrar a un mamifero que lo necesita un
conjugado, donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se describe que la
afeccion o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH).

Se describe un procedimiento para tratar una afeccion o enfermedad relacionada con un defecto dseo caracterizado
por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional que comprende administrar a un mamifero
que lo necesita un conjugado, donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se
describe que la afeccién o la enfermedad es hipofosfatasia.

Se describe un conjugado para administracion ésea para administrar una proteina al tejido éseo de un mamifero.

Se describe un uso de un conjugado para administracion 6sea para tratar una afeccién o enfermedad relacionada
con un defecto 6seo caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional
con homologia para las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX), donde dicho conjugado se encuentra en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe un uso de un conjugado para administracion 6sea en la fabricacién de un medicamento para
tratar una afeccién o enfermedad relacionada con un defecto dseo caracterizado por una falta de o una cantidad
insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homologia para las endopeptidasas en el cromosoma X
(PHEX). Se describe que la afeccién o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH).

También se describe un uso de un conjugado para administracién O0sea para tratar una afeccién o enfermedad
relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina
funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe un uso de un conjugado para administracion 6sea de la presente invencion en la fabricacion de
un medicamento para tratar una afeccién o enfermedad relacionada con un defecto dseo caracterizado por una falta
de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Se describe que la afeccion o la enfermedad es hipofosfatasia.

También se describe un procedimiento para evaluar péptidos para uso en un conjugado de proteina-péptido para
administracion 6sea que comprende las etapas de: fusionar un péptido candidato con una proteina indicadora para
formar un conjugado de proteina-péptido; poner en contacto el conjugado con tejido 6seo o la fase mineral del
hueso; y donde el péptido candidato se selecciona cuando la presencia de la proteina indicadora en el tejido 6seo o
la fase mineral del hueso es mayor cuando se conjuga con el péptido candidato que cuando no lo hace.

Se describe un conjugado para administracién 6sea de una proteina fusionada a un péptido seleccionado del grupo
gue consiste en deca-aspartato (D10) a hexadeca-aspartato (D1s).

Se describe que

el sPHEX esta fusionado en su extremo N a D1p. Se describe que
el sPHEX esté fusionado en su extremo N a D11. Se describe que
el sPHEX esté fusionado en su extremo N a D12. Se describe que
el sPHEX esté fusionado en su extremo N a D13. Se describe que
el sPHEX esté fusionado en su extremo N a D14. Se describe que
el sPHEX esta fusionado en su extremo N a D1s. Se describe que
el sPHEX esta fusionado en su extremo N a D,

Se describe que en los conjugados

el sALP esta fusionado en el extremo C a D1g. Se describe que
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el sALP esta fusionado en el extremo C a D11. Se describe que
el sALP esta fusionado en el extremo C a D12. Se describe que
el sALP esta fusionado en el extremo C a D13. Se describe que
el sALP esta fusionado en el extremo C a D14. Se describe que
el sALP esta fusionado en el extremo C a D1s. Se describe que
el SALP esté fusionado en el extremo C a Ds.

SPHEX

Tal como se usa en la presente, SPHEX significa cualquier fragmento biolégicamente activo soluble de PHEX o
muteina de este. Los expertos en la técnica pueden preparar construcciones de expresion diferentes de las que se
describen expresamente en la presente para la produccién éptima de sPHEX en lineas celulares adecuadas
transfectadas con este. Ademas, los expertos pueden disefiar fragmentos de ADNc codificantes de fragmentos
bioldgicamente activos adecuados y muteinas de PHEX de origen natural que poseen la misma actividad bioldgica o
similar que la enzima de longitud completa de origen natural.

Para crear una fuente recombinante para sPHEX, se puede construir y evaluar una amplia serie de vectores de
expresion en cuanto a la expresion de un ADNc de PHEX. Basandose en los experimentos de transfeccion
transitoria, asi como en las transfecciones estables, se puede identificar una construccion de expresion que
proporcione un nivel particularmente alto de expresion.

Se describe cualquier sPHEX que comprende al menos una porcion de ectodominio de PHEX natural que comienza
con la cisteina en la posicién 54 de la secuencia presentada en la figura 10.

Los conjugados invencion por lo tanto son cualquier sPHEX que comprende este fragmento de 54-749 del PHEX
natural, o el fragmento natural 53-749, o el fragmento natural 52-749, o preferentemente el fragmento natural 51-
749, o el fragmento natural 50-749 o el fragmento natural 49-749 o el fragmento natural 48-749, o el fragmento
natural 47-749, o el fragmento natural 46-749, junto con un poli-aspartato seleccionado del grupo que consiste en
D10 a D16 fusionado inmediatamente corriente arriba de este fragmento.

El conjugado ademas puede comprender opcionalmente uno 0 mas aminoacidos adicionales 1) corriente arriba del
poli-aspartato; y/o 2) entre el poli-aspartato y el fragmento natural o el equivalente funcional. Estos aminoacidos
pueden ser cualquier aminoacido. Se pueden seleccionar de forma independiente del grupo que consiste en
cualquier aminoacido excepto la cisteina, la prolina y el triptofano, a saber, los aminoacidos que se sabe que
inducen la formacién de enlaces disulfuro o cambios en la conformacion.

Estos aminoacidos pueden estar presentes en el conjugado cuando, por ejemplo, la estrategia de clonacion utilizada
para producirlo los introduce en estas ubicaciones.

De acuerdo con las estrategias de clonacién especificas, los aminoacidos ubicados corriente arriba del poli-aspartato
en el PHEX escindible recombinante se pueden seleccionar de acuerdo con parametros conocidos para
proporcionar un sustrato adecuado para enzimas especificas de la via de secrecion (p. €j., furina o peptidasa sefal)
de la célula hospedadora que se utilizara para escindir los PHEXs escindibles recombinantes producidos en un
sPHEX dirigido a huesos secretado. La probabilidad de que una secuencia disefiada sea escindida por la peptidasa
sefial de la célula hospedadora se puede predecir mediante un algoritmo informatico apropiado como el descrito
enBendtsen y col. (J Mol Biol. 16 de julio de 2004;340(4):783-95) y que estd disponible en la Web en
http://lwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ que considera parametros incluidos los siguientes: los aminoacidos en la
posicion -3 y -1 del sitio de escision por la peptidasa sefial tienen de forma deseable cadenas laterales pequefias y
no cargadas. Preferentemente, en la posicion -1: Ala, Ser, Gly, Cys, Thry, a veces, GIn, Pro y Leu. De forma similar,
aquellos en la posicion -3, deben ser preferentemente: Ala, Ser, Gly, Cys, Thr, lle, Leu, Val. Ademas, los
amino&cidos en la posicion -6 y -4 del sitio de escisiébn son de forma deseable aquellos capaces de inducir la
formacion de residuos de giro beta (tal como Pro).

Se describen conjugados que comprenden aminoacidos adicionales que se pueden seleccionar basandose en la
estrategia de clonacion utilizada para producir un PHEX recombinante escindible. Por lo tanto, el PHEX
recombinante escindible descrito en los ejemplos 3 y 4 abajo contiene dichos aminoacidos adicionales corriente
arriba del poli-aspartato y entre el poli-aspartato y la secuencia de ectodominio natural. Ademas, se describe un
conjugado que comprende la secPHEX descrita en la solicitud copendiente n.°WWO 02/15918preparada mediante la
fusién del fragmento de extremo N NL-1 que comprende un sitio de furina para el ectodominio natural de PHEX con
el vector pPCDNA3/RSV/NL-1-PHEX, y un secPHEX que comprende un fragmento de inmunoglobulina en el extremo
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N. Mas especificamente, la figura 12 presenta esquematicamente la estructura de secPHEXs que comprenden
aminoacidos adicionales corriente arriba del fragmento del ectodominio de 46-749 PHEX natural. Las construcciones
n.°1 a 3y 5 se pueden fusionar a un poli-aspartato y utilizarse como conjugados.

La construccion n.° 4 constituye un conjugado: comprende un poli-aspartato Dip y un fragmento de ectodominio
natural.

Los conjugados también abarcan adicionalmente sPHEXs que comprenden eliminaciones en el extremo C que no
afectan su actividad enzimética.

Ademas, se describen conjugados donde el poli-aspartato estaria unido en el extremo C del fragmento de
ectodominio de PHEX natural.

SALP

ALP es una proteina unida a membrana anclada a través de un glicolipido a su extremo C. Este anclaje de
glicolipido (GPI) se agrega postraduccionalmente después de la eliminacion de un extremo C hidrofébico que actia
como anclaje de membrana transicional y como una sefial para el agregado de GPI. Por lo tanto, el SALP utilizado
en el ejemplo 6 en la presente esta constituido por un ALP donde el primer aminoacido de la secuencia de extremo
C hidrofébica, a saber, alanina, es reemplazado por un codén de parada. El ALP soluble formado de este modo
contiene todos los aminoacidos de la forma natural y, por lo tanto, anclada activa de ALP.

Los conjugados de sALP descritos son cualquier SALP junto con un poli-aspartato seleccionado del grupo que
consiste en D1p a D16 fusionado inmediatamente corriente abajo de este fragmento.

El conjugado ademas puede comprender opcionalmente uno o mas aminoacidos adicionales 1) corriente arriba del
poli-aspartato; y/o 2) entre el poli-aspartato y el fragmento de sALP natural o el equivalente funcional. Este es el
caso, por ejemplo, cuando la estrategia de clonacion utilizada para producir el conjugado de direccionamiento 6seo
introduce aminoacidos exdgenos en estas ubicaciones. Sin embargo, los aminoacidos exdgenos se deben
seleccionar de modo que no proporcionen un sitio de transaminacion adicional. La probabilidad de que una
secuencia disefiada sea escindida por la transaminasa de la célula hospedadora se puede predecir segun lo descrito
porlkezawa (Biol Pharm. Bull. 2002, 25(4) 409-417).

Los conjugados descritos también abarcan adicionalmente sALPs que comprenden eliminaciones en el extremo N
gue no afectan su actividad enzimatica.

Ademas, se describen conjugados donde el poli-aspartato estaria unido en el extremo N del fragmento anclado a
ALP natural o su fragmento biolégicamente activo.

El término "proteina recombinante" se utiliza en la presente para hacer referencia a una proteina codificada por un
acido nucleico manipulado genéticamente insertado en una célula hospedadora procariota o eucariota. El acido
nucleico se ubica generalmente dentro de un vector, tal como un pldsmido o un virus, segun sea adecuado para la
célula hospedadora. Aunque E. coli se ha utilizado como un hospedador para expresar los conjugados descritos en
los ejemplos presentados en la presente, un experto en la técnica comprenderd que se puede usar una serie de
otros hospedadores para producir proteinas recombinantes de acuerdo con los procedimientos que son rutina en la
técnica. Se describen procedimientos representativos enManiatis y col. Cold Springs Harbor Laboratory (1989).
"Proteina escindible recombinante”, segin se usa en la presente, se refiere a una proteina recombinante que se
puede escindir por una enzima del hospedador para producir una proteina secretada/soluble. |

El término "fragmento de ectodominio” significa en la presente, cuando se utiliza con relacién a PHEX, el fragmento
de PHEX que se ubica fuera de la membrana celular cuando se encuentra en su forma natural.

La expresién "tejido 6seo" se utiliza en la presente para referirse a un tejido sintetizado por osteoblastos compuesto
por una matriz organica que contiene mayoritariamente colageno y mineralizada por el depdsito de cristales de
hidroxiapatita.

Las proteinas de fusién comprendidas por los conjugados para administracion 6sea son Utiles para el tratamiento
terapéutico de las afecciones de defectos 6seos porque proporcionan una cantidad efectiva de la proteina de fusion
al hueso. La proteina de fusién se proporciona en forma de una composicion farmacéutica en cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable estandar, y se administra mediante cualquier procedimiento estandar, por ejemplo,
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mediante inyeccion intravenosa.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se utiliza en la presente para hacer referencia, cuando se elige
la administracion parenteral como via de administracién, a disolventes, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no
acuosas estériles farmacéuticamente aceptables. Algunos ejemplos de disolventes no acuosos son el propilenglicol,
el polietilenglicol, el aceite vegetal, el aceite de pescado y los ésteres organicos inyectables. Los disolventes
acuosos incluyen agua; soluciones de agua-alcohol; solucién salina fisiolégica; vehiculos parenterales médicos
amortiguados que incluyen solucion de cloruro de sodio, solucion de dextrosa de Ringer, solucién de dextrosa mas
cloruro de sodio, regeneradores de fluidos y nutrientes; regeneradores de electrolitos; soluciéon de Ringer que
contiene lactosa o aceites fijos.

El término "cantidad efectiva" se utiliza en la presente para hacer referencia a la cantidad minima de una
composicion farmacéutica que se debe administrar a un mamifero para lograr un efecto terapéutico significativo. Las
dosificaciones dependeran de muchos factores, incluido el modo de administracion. Tipicamente, la cantidad de
proteina presente dentro de una dosis Unica sera una cantidad que impida, retrase o trate de forma efectiva una
afeccion no deseada relacionada con los huesos sin inducir toxicidad significativa. En particular, una cantidad
efectiva del conjugado y las composiciones comprendera una cantidad de proteina de fusién que provocara un alivio
significativo de los sintomas clinicos de la afeccion.

La cantidad efectiva se puede proporcionar por dia, por semana, por mes o fracciones de estos. Tipicamente, se
puede administrar una composicién farmacéutica en una cantidad de entre aproximadamente 0,001 mg y
aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal por dia (p. ej., 10 mg, 50 mg, 100 mg o 250 mg). Las
dosificaciones se pueden proporcionar en un régimen de dosificacion Gnica o mdltiple. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la cantidad efectiva es una dosis en el intervalo de entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente
25 gramos del conjugado que se va a dirigir al hueso por dia, entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 10
gramos del conjugado que se va a dirigir al hueso por dia, entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 5
gramos del conjugado que se va a dirigir al hueso por dia, aproximadamente 1 gramo del conjugado que se va a
dirigir al hueso por dia, entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 25 gramos del conjugado que se va a
dirigir al hueso por semana, entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 10 gramos del conjugado que se va
a dirigir al hueso por semana, entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 5 gramos del conjugado que se
va a dirigir al hueso cada dos dias y aproximadamente 1 gramo del conjugado que se va a dirigir al hueso una vez
por semana.

Esto es solo una guia, ya que la dosis real debe ser seleccionada cuidadosamente y titulada por el médico tratante
basandose en los factores clinicos exclusivos para cada paciente. La dosis diaria éptima sera determinada por los
procedimientos conocidos en la técnica y se vera afectada por factores tales como la edad del paciente y otros
factores clinicamente pertinentes. Ademas, los pacientes pueden estar tomando medicamentos para otras
enfermedades o afecciones. Los otros medicamentos se pueden continuar durante el tiempo que la proteina para
administracion al hueso se proporcione al paciente, pero es aconsejable, en particular, en dichos casos, comenzar
con dosis bajas para determinar si se experimentan efectos secundarios adversos.

La expresion "condiciones de rigurosidad elevada" se refiere a condiciones que permiten secuencias con una
homologia alta para la unién. Sin limitarse en ese sentido, se enumeran ejemplos de dichas afecciones en el manual
"Molecular cloning, a laboratory manual, segunda edicion de 1989 de Sambrooky col.: 6XSSC o 6XSSPE, con o sin
reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y la temperatura utilizada para obtener condiciones de rigurosidad elevada suele
ser de aproximadamente 68 °C (véanse las paginas 9.47 a 9.55 de Sambrook) para el acido nucleico de 300 a 1500
nucleétidos. Aunque la temperatura 6ptima que se va a utilizar para una sonda de acido nucleico especifica se
puede calcular empiricamente, y aunque existe la posibilidad de alternativas en las condiciones del amortiguador
seleccionadas, dentro de estos intervalos de condiciones muy conocidos, el acido nucleico captado no variara
significativamente. De hecho, Sambrook indica claramente que la "eleccion depende en gran medida de la
preferencia personal" (véase la pagina 9.47). Sambrook especifica que la formula para calcular la temperatura
Optima que varia de acuerdo con la fraccion de guanina y citosina en la sonda de acido nucleico y la longitud de la
sonda (10 a 20 °C inferior que Tm donde Tm= 81,5 °C + 16,6(log10[Na’]) + 0,41(fraccion G+C)-0,63 (% de formamida
-(600/1)) (véanse las paginas 9,50 y 9,51 de Sambrook).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
En los dibujos adjuntos:

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

La figura 2 muestra la estimulacion de la unién de GST al hueso por los motivos peptidicos De, Dio y D16 a través
del porcentaje de la dosis inyectada de GST recombinante que se encuentra asociado con tejidos especificos;

La figura 3 proporciona una representacion esquematica del plasmido pCDNA3-RSV- D1gsPHEX-vector NEO;

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

La figura 5 presenta un analisis de SDS-PAGE tefiido Sypro-ruby™ de las diferentes fracciones recolectadas a
través del procedimiento de purificacién de D1pSPHEX;

La figura 6 muestra la variacién en los niveles de fosfatasa alcalina sérica (ALP) observados en ratones Hyp
inyectados diariamente con dosis i.v. de SPHEX y Dio-sPHEX durante 14 dias. Los valores U/l representan la
disminucion observada entre el dia - 3 (correspondiente en la grafica a 0 U/l) y el dia 15 del régimen de inyeccion y
son el promedio de las medidas realizadas en 6 animales;

La figura 7 muestra la secuencia de nucleotidos de una secuencia de ADN recombinante codificante de una proteina
escindible para producir D1p-sPHEX (SEQ ID NO: 1);

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

La figura 9 compara la unién a la fase mineral del hueso de las proteinas (A. GST B. sPHEX) con el de sus
contrapartes fusionadas a deca-aspartato;

La figura 10 muestra la secuencia de nucleétidos de un PHEX natural (o unido a membrana) (SEQ ID NO: 3);

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

La figura 12 ilustra esquematicamente la estructura y las actividades de diversas construcciones de secPHEX;

La figura 13 ilustra graficamente a través de medicion fluorimétrica la actividad de la fosfatasa alcalina en el extracto
celular soluble y el medio usado de HEK293 transfectadas transitoriamente con los vectores de expresion
codificantes de sALP-D1o y SALP;

La figura 14 ilustra graficamente la deteccién de sALP y sALP-Di, por andlisis de transferencia Western con el
anticuerpo B4-78 especifico en los medios usados y el extracto celular de HEK-293 después de la transfeccion
transitoria. (Panel A: tincién roja de Ponceau; Panel B: analisis de transferencia a-B4-78). A la izquierda se muestran
los tamafios de los marcadores de peso molecular;

La figura 15 muestra graficamente la union a la fase mineral ésea de un deca-aspartato fusionado a la fosfatasa
alcalina secretada;

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

La figura 17 muestra A. la secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 7): codificante de un conjugado de la presente
invencion, a saber, SALP-D1o; y B. la secuencia de amino&cidos (SEQ ID NO: 8) de ese conjugado; y

La figura 18 muestra graficamente el efecto de D10-sALP sobre la inhibicion de la mineralizacion mediada por PPi.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

Se muestra que los péptidos poli-asparticos especificos fusionados en marco a una proteina, como se ejemplifica en
la presente por la proteina glutation-S-transferasa (GST), utilizada como una proteina indicadora, por sPHEX y por
sALP, pueden aumentar significativamente la capacidad de unién 6sea de estas proteinas.

La tabla 1 presenta la secuencia de oligonucle6tidos utilizada en los ejemplos 1 a 7.

TABLA 1: SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS UTILIZADOS EN LOS EJEMPLOS 1 A 7
De SEQ ID NO:9. | 5-GATCCGATGACGATGACGATGACGC-3'
SEQ ID NO:10 | 5-GGCCGCGTCATCGTCATCGTCATCG-3'
Di1o SEQID NO:11 | 5-GATCCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGC-3'
SEQID NO:12 | 5-GGCCGCGTCATCGTCATOGTCATCGTCATCGTCATCG-3'
Dis SEQ ID NO:13 | 5'-

GATCCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGAC
GATGACGATGACGC-3'

SEQ ID NO:14 | 5'-
GGCCGCGTCATCGTCATCGTCATCGTCATCGTCATCQTCAT
CQTCATCGTCATCG-3'

hMEPE SEQ ID NO:15 | 5'-
GATCCGATGACAGTAGTGAGTCATCTGACAGTGGCAGTTCA
AGTGAGAGCGATGGTGACGC-3'

SEQ ID NO:16 | 5'-
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GGCCGCGTCACCATCGCTCTCACTTGAACTGCCACTGTCAG
ATGACTCACTACTGTCATCG-3'

hStatherin SEQ ID NO:17 | 5'-
GATCCGATTCATCTGAAGAGAAATTTTTGCGTAGAATTGGAA
GATTCGGTGC-3'

SEQ ID NO:18 | 5'-
GGCCGCACCGAATCTTCCAATTCTACGCAAAAATTTCTCTTC
AGATGAATCG-3'

hMGP SEQ ID NO:19 | 5-
GATCCTGTTATGAATCACATGAAAGCATGGAATCTTATGAAC
TTAATCCCTTCATTGC-3'

SEQ ID NO:20 | 5-
GGCCGCAATGAAGGGATTAAGTTCATAAGATTCCATGCTTT
CATGTGATTCATAACAG-3,

hOsteoponti | SEQ ID NO:21 | S*-

n GATCCCAGAATGCTGTGTCCTCTGAAGAAACCAATGACTTTA
AAGC-3'

SEQ ID NO:22 | 5'-
GGCCGCTTTAAAGTCATTGGTTTCTTCAGAGGACACAGCAT

TCTGG-3'
hBSP2 SEQ ID NO:23
5- ‘ ,
GATCCGGCAGTAGTGACTCATCCGAAGAAAATGBAGATGACAGTTCAGAAGABGAGGAGGAAL
¥
SEQ ID NO:24

§-GGCCECTTCCTCCTCCTCTTCTGARCTGTCATCTCCATTITCTTCGGATGAGTCACTACGTGCL
3

hIGFBP5 SEQ ID NO:25 | 5'-
GATCCCGCAAAGGATTCTACAAGAGAAAGCAGTGCAAACCT
TCCCGTGGGCCGCAAGCGTGC-3

SEQ ID NO:26 | 5'-
GGCCGCACGCTTGCGGCCACGGGAAGGTTTGCACTGCTTT
CTCTTGTAGAATCCTTTGCGG-3'

M81736 SEQ ID NO:21 | 5-AGTCGGGATCCGGAACAAGCAGCGTGTTCTAC-3'

CBS SEQ ID NO:28 | 5-AGATCGCGGCCGCTCAATTGTGCACGGTGTGATTAAAGG-
3

D1o SEQ ID NO:29 | 5-CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3'

SEQ ID NO:30 | 3-TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5'

EJEMPLO 1
Unién 6sea de GST-Dg, GST-D1p Yy GST-D1s

Se utilizé tecnologia de ADN recombinante para generar un plasmido que contiene un &cido nucleico codificante de
GST seguido en marco por un acido nucleico codificante de un péptido acido De, D1g 0 Dis. Para obtener los
conjugados de GST-Dg, GST-D1o y GST-D1s, €l oligonucledtido de SEQ ID NO:9 (véase la tabla 1) se mezcl6 en
primer lugar con el oligonucleétido de SEQ ID NQ:10, el oligonucleétido de SEQ ID NO:11 mezclado con el
oligonucleétido de SEQ ID NO:12, y el oligonucleétido de SEQ ID NO:13 mezclado con el oligonucleétido de SEQ ID
NO:14. Este procedimiento gener6 oligonucleétidos duplex codificantes para Dg, D1o y D1s, respectivamente, y que
tienen extremidades compatibles con la clonacién en el plasmido pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) predigerido
con las endonucleasas de restriccion BamHI y Notl. Se transformaron los vectores pGEX3T-4 en proteasa AP401
menos la cepa de bacterias E. coli (lon::mini tetRara-Alac-pro nalA argEam rifRthil [F'pro AB laclq Z M15]).

Se utilizaron colonias bacterianas positivas para sembrar un precultivo de 10 ml de medios YT dobles y 100 mg/litro
de ampicilina. Se cultivaron las bacterias durante la noche a 37 °C en un agitador orbital a 250 rpm. Se agregé el
precultivo a 500 ml de medio de ampicilina YT doble nuevo en un matraz de 2 litros Erlenmeyer. Se dejé crecer a las
bacterias a 37 °C bajo agitacion orbital hasta alcanzar una densidad 6ptica a 595 nm de 0,7. Después, se indujo la
expresion de proteinas mediante el agregado de 500 pl de soluciéon de IPTG 0,1 M y se volvieron a colocar en
incubacién las bacterias durante 2 horas. Se centrifugaron las bacterias a 8000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se
suspendiod el sedimento en 25 ml de PBS helado que contenia inhibidor de proteasa en capsulas de EDTA completo
(Boehringer Mannheim) y se congel6 a -20 °C.
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Se descongelaron las células bacterianas y se alteraron en hielo con 6 pulsos de sonicacion cada 50 segundos
antes de la centrifugacion a 12000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se mezcl6 el sobrenadante con 500 pl de resina
himeda GS-4B (Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada con PBS. Se mantuvo la resina como una suspension
durante la incubacién durante la noche a 4 °C. Se enjuagé la resina con PBS hasta que la densidad éptica a 280 nm
fue inferior a 0,01. Después, se colocd la resina en una columna vacia y se eluyeron las proteinas con glutation 10
mM disuelto en PBS. Se dializaron las fracciones eluidas agrupadas contra PO4 de sodio 1 mM a pH 7,4 y NaCl 150
mM. Se filtraron las proteinas dializadas en un entorno estéril en una membrana PES de 0,22 um y se mantuvieron a
4 °C. Se recuperaron tipicamente 40 y 60 mg de proteinas puras por litro de cultivo respectivamente. La figura 1
muestra un ejemplo de un andlisis SDS-PAGE del GST purificado y GST-D1o. Se yodaron las proteinas purificadas
utilizando el reactivo de yodacion perlas de yodo (Pierce).

Se dializaron GST y GST fusionado a péptidos contra PBS y se fij6 la concentracién a 2 mg/ml. Se inicié la reaccion
de yodacion agregando 2 perlas de yodo enjuagadas con PBS a 2 mCi de Na125! (100uCi/ul, ICN) disuelto en 500
pul de PBS. Se incubaron las perlas a temperatura ambiente durante cinco minutos antes de agregar 1 mg de
proteina dializada. La reaccion de yodacion avanz6 durante 15 minutos antes de que se eliminara la perla y se
enjuagara en 500 ml de PBS. A los 1,5 ml finales de solucién de proteina yodada, se agregaron 15 ul de Nal 6 mM
para diluir la radiactividad no especifica. Después, se desalé la mezcla utilizando columnas de filtracion en gel de
PD-10 (Amersham Pharmacia Biotech) equilibradas con PBS. Se eluyeron las proteinas en el volumen vacio. Se
concentraron y se dializaron contra el amortiguador in vivo (PO4 de sodio 1 mM a pH 7,4 y NaCl 150 mM) utilizando
cartuchos Centriprep-YM10™ (Amicon). Se midié la radiactividad utilizando un contador de radiacion gamma, se
evalué la concentracion de proteinas mediante el ensayo Bradford y se revel6 la uniéon quimica de 12 3 las
proteinas mediante autorradiografia de SDS-PAGE seco. Se mantuvieron las muestras yodadas a 4 °C.

Capacidad de unién 6sea de las proteinas de fusidon de los péptidos GST-poli-asparticos comparada con la
de GST sola

Se inyectaron las proteinas de fusion a GST yodadas en ratones con anestesia de isoflurano como un bolo
intravenoso a través de la vena subclavia. Se inyectd una dosis de 1 mg de proteina yodada/por kg de peso
corporal. Se establecié el volumen de dosis maximo en 10 mi/kg. La duraciéon del tratamiento fue de sesenta
minutos. Diez y sesenta minutos después de la inyeccion, se tomaron muestras de sangre (0,1 a 0,2 ml) a través de
la vena subclavia con anestesia en tubos activadores de la coagulacion de suero/gel Microvette™ (Sarstedt,
#20.1291). En la necropsia, se tomaron muestras de sangre y se sacrificaron los animales mediante desangrado del
corazon con anestesia de isoflurano. Se recogieron los érganos (rifiones, higado, fémures, tibias y tiroides), se
enjuagaron en solucion salina al 0,9 % USP, se secaron en gasa y se transfirieron a tubos contadores de gamma.
Se pesaron las muestras de suero y los érganos y se midio la radiactividad. Se expresaron los resultados como
porcentaje de la dosis inyectada. Ni D1p-GST, ni D16-GST promovieron la unién a otros drganos diferentes del
hueso. Esto mostré la especificidad de estos conjugados con respecto al hueso (no se muestran los datos).

La figura 2 muestra que la proteina de fusion a GST-Ds no se unié mas a la tibia o el fémur que GST sola. En
cambio, los motivos peptidicos de Dio y Digpromovieron la union de GST a los huesos.

El hecho de que Dg, un péptido que se ha demostrado que administra con éxito moléculas pequefias al hueso, no
pueda administrar con éxito una proteina, a saber, GST, al hueso demuestra que no se puede predecir si un péptido
acido especifico que se sabe que administra con eficacia una molécula pequefia al hueso también resultara efectivo
para administrar una proteina al hueso.

EJEMPLO 2
Capacidad de union de GST fusionada con diversos péptidos

La fosfoglicoproteina extracelular de matriz humana (hMEPE) es una proteina sintetizada por osteoblastos que
muestra similitudes importantes con un grupo de fosforo-glicoproteinas de la matriz mineral de huesos y dientes,
proteinas que se sabe que se unen naturalmente a la matriz ésea (8). Cabe sefalar que hMEPE presenta en su
extremo carboxi una secuencia de 18 residuos de aminoacidos (DDSSESSDSGSSSESDGD) (SEQ ID NO: 31)
similar a los péptidos acidos que se encuentran en la fosforina de dentina y la sialofosfoproteina de dentina, que se
sabe que se unen a la matriz ésea (8).

La estaterina humana (hStatherin) es una proteina sintetizada por las glandulas salivales, que de modo similar a la
histatina modula directamente la nucleacién y/o el crecimiento de la hidroxiapatita. Cabe sefalar que la hStatherin
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presenta una secuencia de 15 residuos de aminoacidos en las posiciones 20 a 34 (DSSEEKFLRRIGRFG) (SEQ ID
NO: 32) que se ha demostrado que se unen estrechamente a la hidroxiapatita (9).

La proteina Gla de la matriz humana (hMGP) es una proteina sintetizada por células musculares lisas vasculares y
condrocitos que funciona como inhibidor de la polimerizaciéon de hidroxiapatita al unirse a nucleos cristalinos. Cabe
sefialar que hMGP presenta en su extremo amino una secuencia de 17 residuos de aminoacidos en las posiciones
19 a 35 del marco de lectura abierto (CYESHESMESYELNPFI) (SEQ ID NO: 33) similar a los péptidos de acido
carboxiglutamicos gamma fosforilados que se encuentran en la osteocalcina que se sabe que se unen a la matriz
Osea, y se cree que promueve la unién a la matriz 6sea (10).

La osteopontina humana (hOPN) es una proteina sintetizada por osteoblastos que regula el crecimiento de cristales
de hidroxiapatita. Esta proteina pertenece a la familia de sialofosfoproteina 6sea. Cabe sefialar que hOPN presenta
una secuencia de 13 residuos de aminoacidos (QNAVSSEETNDFK) (SEQ ID NO: 34) en las posiciones 58 a 70 del
marco de lectura abierto. Esta secuencia muestra un nivel alto de homologia entre las especies de mamiferos. La
prediccion de la estructura secundaria hace que esta secuencia sea adecuada para la exposicion a disolventes y se
demostré que esta secuencia esta fosforilada en sus residuos de serina. Se cree que esta Ultima caracteristica
afecta la union a la matriz 6sea (11).

La sialoproteina 6sea humana Il (hBSP2) es una proteina sintetizada por osteoblastos que muestra similitudes
importantes con un grupo de fosforo-glicoproteinas de la matriz mineral de huesos y dientes, proteinas que se sabe
que se unen naturalmente a la matriz 6sea. Cabe sefialar que hBSPII presenta en su extremo amino una secuencia
de 18 residuos de aminoéacidos en las posiciones 62 a 79 del marco de lectura abierto (GSSDSSEENGDDSSEEEE)
(SEQ ID NO: 35) similar a los péptidos acidos que se encuentran en la fosforina de dentina y MEPE, y se cree que
promueve la union a la matriz 6sea (8).

La proteina de union del factor de crecimiento similar a la insulina humano-5 (hIGFBP5) es sintetizada por
osteoblastos. Esta proteina, de forma similar a las proteinas de la familia IGFBP, se cree que regula la funcién de los
osteoblastos en el proceso de remodelacién ésea. Cabe sefialar que la hIGFBP5 presenta una secuencia de 18
residuos de aminoéacidos en las posiciones 221 a 238 del marco de lectura abierto (RKGFYKRKQCKPSRGRKR)
(SEQ ID NO: 36) que se ha demostrado que se unen estrechamente a la hidroxiapatita (12).

La adhesina de coldgeno de staphylococcus aureus (M81736) es una proteina expresada en la superficie de
S.aureus que promueve la union de las bacterias a la matriz de colageno del hueso de mamiferos y tejidos
cartilaginosos. Se informé que dicha unidn era fundamental para el desarrollo de patogénesis como la osteomielitis y
la artritis infecciosa. Cabe sefialar que se informd que el dominio de unién a coladgeno (CBS) de esta adhesina
abarca 151 residuos de aminodcidos (G168 a N318) del marco de lectura abierto de la proteina (13, 14). La
secuencia primaria de aminoacidos es la siguiente:

GTSSVFYYKTGDMLPEDTTHVRWFLNINNEKSYVSKDITI
KDQIQGGQQLDLSTLNINVTGTHSNYYSGQSAITDFEKAFPGSKITVDNTKNTI
DVTIPQGYGSYNSFSINYKTKITNEQQKEFVNNSQAWY QEHGKEEVNGKSFN
HTVHN. (SEQ ID NO: 37)

se construyeron plasmidos que contenian las secuencias de péptidos acidos derivados de hMEPE, hStatherin,
hMGP, hOPN, hBSP2, hIGFBP5 y CBS después de GST en marco para determinar si podian promover el
direccionamiento 6seo de una proteina recombinante. Se utilizé tecnologia de ADN recombinante tal como se
describe en el ejemplo 1 para generar plasmidos para péptidos derivados de hMEPE, hStatherin, hMGP, hOPN,
hBSP2 y hIGFBP5. Los pares de oligonucleétidos identificados en la tabla 1 para cada uno de estos péptidos se
mezclaron para obtener la proteina de fusion de GST-péptido acido correspondiente. Este procedimiento generd
oligonucleétidos duplex codificantes para estos péptidos acidos y que tienen extremidades compatibles con la
clonacion en el plasmido pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) predigeridos con las endonucleasas de restriccion
BamHI y Notl.

Se construy6 un plasmido que contenia CBS del siguiente modo. Se obtuvo un gen sintético correspondiente a la

secuencia de la CBS a partir de Bio S&T (Montreal) y se insert6 en el plasmido pLIV Select. Los oligonucleétidos de
SEQ ID NO: 27 y 28 se utilizaron como cebadores en las reacciones de PCR con el plasmido pLIV Select que
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contenia el gen CBS para ampliar las secuencias especificas de CBS. Se transformaron los vectores pGEX-4T-3 en
proteasa AP401 menos la cepa de bacterias E. coli (lon::mini tetRara- Alac-pro nalA argEamrifRthil [F'pro AB laclq Z
M15]).

Se realizaron la produccion y la purificacion de proteinas y la farmacodistribucion de la proteina de fusion yodada
como se describe en el ejemplo 1.

Ninguno de estos péptidos acidos de GST se uni6 a los huesos (no se muestra el resultado).

El hecho de que el péptido derivado de la estaterina, un péptido que se ha demostrado que administra con éxito una
pequefia parte de osteopontina al hueso, no pueda administrar con éxito la proteina GST al hueso demuestra que no
se puede predecir si un péptido acido especifico que se sabe que administra con eficacia un péptido pequefio al
hueso también resultara efectivo para administrar una proteina al hueso.

EJEMPLO 3

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

PHEX es una metalopeptidasa que se cree ampliamente que controla el nivel de los factores peptidicos éseos que
participan en la regulacién de la mineralizacion y la homeostasis de fosfato renal. PHEX se expresa en la superficie
de los osteoblastos y los osteocitos que estan en contacto o incrustados en la matriz 6sea. Este ejemplo proporciona
datos sobre el disefio, la produccion y la purificacién de una forma extendida de sPHEX que contiene en su extremo
N una secuencia de 10 residuos de acido aspartico disefiada para anclarse a la matriz 6sea.

Vector de expresion de D;osPHEX

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

5'-
CAGTCAAGGTCTCTTATCCGGAAGTCTCCAAGCTAAACAGG-3' (SEQ ID
NO: 38) '

y 5'-CTGTTTAGCTTGGAGACTTICCGGATAAGAGACCTTGACTGG-3' (SEQ ID NO: 39).

Se insert6 la secuencia del hexamero BspEl (subrayada) en marco con y corriente arriba de la secuencia de ADN de
sPHEX. Esta construccion codifica una proteina recombinante que se puede escindir entre la leucina y la serina en
las posiciones 41 y 42, respectivamente en la figura 8. Por lo tanto, esta constituida por dos aminoacidos exdgenos,
seguidos corriente abajo por un deca-aspartato, que a su vez esta seguido por dos aminoacidos exdgenos
adicionales. Estos 4 aminoacidos exdgenos derivan de la estrategia de clonacién utilizada para producir el
conjugado. Se demostré que estos aminoacidos exdgenos no anulan la actividad enzimatica del conjugado (véase la
figura 12 que muestra la actividad especifica de esta construccion), pero se puede prescindir de ellos. Corriente
abajo de estos aminoacidos exdgenos hay un fragmento de ectodominio de PHEX natural que comienza, por lo
tanto, con la serina en la posicién 46 de la secuencia presentada en la figura 10. Se escindi6 el vector pCDNA3-
RSV-NEO modificado con BspEl y después se digirié con fosfatasa alcalina para eliminar los grupos fosfato 5'. Un
duplex de oligonucleétido codificante para deca-aspartato: [5*-
CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3' (SEQ ID NO: 29) y 3-
TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5' (SEQ ID NO: 30)] se fosforil6 en primer lugar en sus
extremos 5' con la polinucleédtido cinasa T4 y se ligo al vector digerido BspEl. Esto proporcioné el vector pCDNA3-
RSV-D10sPHEX-NEO (figure 3). Este vector comprendia la secuencia presentada en la figura 7, que codifica el
PHEX escindible recombinante que tiene la secuencia de aminoacidos presentada en la figura 8.

Expresion de DipsPHEX recombinante

Para inducir la expresion estable de la proteina D1oSPHEX, se transfecto el vector pPCDNA3-RSV-D190sPHEX-NEO
en las células LLC-PK1 (células de rifién porcino; ATCC n.° CRL-1392) utilizando el kit de transfeccion de liposoma
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Lipofectamine-Plus™ (Invitrogen). Se seleccionaron las células transfectadas mediante el agregado de 400 ug/ml G-
418 (Life Technologies) al medio. Se seleccionaron clones de células resistentes a G-418 para la expresion de
D1osPHEX utilizando el ensayo enzimatico fluorescente PHEX [Campos M. y col. Biochem. J. (2003) 373, 271-9]. Se
calculd el peso molecular aparente de la proteina recuperada en el medio usado mediante inmunotransferencia
utilizando un anticuerpo monoclonal elevado contra un fragmento de PHEX humano recombinante (K121-E294)
como se describié anteriormente (Ruchon AF y col. J. Bone Miner. Res. (2000) 15, 1440-1450). Se utilizé un clon
resistente a G-418 que expresa 1 a 2 mg de D10sPHEX por litro para la produccién de proteina. Se sembraron las
células en Cellstack-10™ (Coming) a una densidad de 7 X 10" en 1,75 litros de medio (199 medio, FBS al 6 %,
piruvato de Na 1 mM, penicilina 1x10°Ullitro, estreptomicina 100 mg/litro y G-418 al 1 %. Se aumento la expresién de
D10sPHEX mediante incubacién de las células en 1,75 litros de DMEM + butirato de sodio 10 mM durante cuatro
dias a 37 °C y CO; al 5 % antes de la recoleccién del medio usado.

Purificacién y caracterizacion

Se centrifugd el sobrenadante celular a 500 x g durante 5 minutos a 4 °C y se filtr6 en fibra de vidrio (Fisher,
APFC09050) y se concentrd 10 a 40 veces utilizando un dispositivo de filtracion de flujo tangencial Ultrasette™ 30
(Pall Canada). El pH de la solucién se llevé a 5,6 con acido acético 1 M antes de una didlisis durante la noche a 4 °C
contra acetato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM pH 5,6 (amortiguador SP). Se carg6 el sobrenadante dializado a una
velocidad de flujo de 4 ml/min, en una columna de intercambio catiénico de SulfoPropyl-Sepharose de 20 ml
(Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada anteriormente con amortiguador SP. Se lavé la columna con el mismo
amortiguador a la misma velocidad de flujo hasta que se alcanzé la referencia de absorbancia de 280 nm. Después,
se eluyd la mayoria de las proteinas contaminantes con una etapa de NaCl 226 mM en el amortiguador SP.
Después, se eluyé D1oSPHEX con una etapa de NaCl 280 mM (figura 4A). Se analizaron las fracciones mediante
SDS-PAGE y con el ensayo de la actividad enzimatica PHEX. Se agruparon las fracciones que contenian sPHEX y
se dializaron ampliamente contra MOPS 20 mM pH 7, NaCl 250 mM antes de cargarse en una columna Blue-
Sepharose™ HP de 5 ml (Amersham Pharmacia) a 5 ml/min. Se enjuagé la columna a la misma velocidad de flujo
con el mismo amortiguador y se recuperd la mayoria de la proteina DipSPHEX mediante el aumento de la
concentracién de NaCl en etapas hasta 350 mM (figura 4B). La pureza de la fraccion final fue mayor que el 95 %.
Alternativamente, la Blue-Sepharose™ se pudo reemplazar por Heparin-Sepharose™ (Amersham Pharmacia) en la
cual D1psPHEX se une estrechamente en un intervalo de pH (5 a 8). Se eluyé D10sPHEX mediante el uso de
gradiente de NaCl. Se determiné la pureza como mayor que el 90 %. Se concentré D1oSPHEX y se dializé contra
PO4 de sodio 1 mM pH 7,4, NaCl 150 mM utilizando cartuchos Centriprep-50™. Se filtré la muestra dializada en un
entorno estéril en una membrana de 0,22 um. Se demostré que DioSPHEX purificado permanece estable durante
meses a 4 °C. Se determinaron las concentraciones de proteinas mediante el procedimiento de Bradford. (Kit de
ensayo de proteina DC; Biorad) con albumina de suero bovino (BSA) como estandar. Se evalud la pureza de la
proteina mediante tincion con Sypro-Ruby™ (Molecular Probes) de las proteinas resueltas en SDS-PAGE 4-12 %
(figura 3). Se determind la actividad enzimatica de D1oSPHEX utilizando el sustrato fluorigénico.

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

Los ratones Hyp ligados a X albergan una eliminaciéon amplia en la regién 3' del gen PHEX y es el homologo murino
de la hipofosfatemia ligada a X humana (XLH). Por lo tanto, estos ratones representan un modelo Gtil para estudiar
la fisiopatologia de la XLH, asi como para probar la eficacia de los agentes terapéuticos en estudios preclinicos.

Por lo tanto, se investigd el posible efecto terapéutico de D1psSPHEX y sPHEX con inyeccidn intravenosa de bolo a
ratones Hyp/Y durante un periodo de 2 semanas.

Se dializaron D1osPHEX y sPHEX contra el vehiculo y se filtraron las soluciones a través de un filtro de proteina de
unién baja de 0,22 um. Se dividieron en alicuotas las soluciones y se analizaron nuevamente para detectar la
actividad enzimatica y la concentracion mediante ensayo enzimatico fluorogénico y el procedimiento de Bradford,
respectivamente.

Se anestesid a cada raton con isoflurano vaporizado (2 %) y Di1oSPHEX, o se inyect6 sPHEX como un bolo
intravenoso a través de la vena subclavia. La dosis fue 5 mg/kg de peso corporal para cada grupo. Se trataron los
animales una vez al dia durante 14 dias consecutivos. Se recogieron las muestras de sangre (0,1-0,2 ml) a través de
la vena subclavia con anestesia en los dias del estudio - 3 y +15 (antes de la necropsia, 24 horas después de la
Ultima inyeccién). Se evaluaron los niveles totales de fosfatasa alcalina (ALP) en suero diluido (30 pl de muestra de
suero con 90 pl de solucién salina al 0,9 % USP). Aunque las dosificaciones adecuadas para los pacientes humanos
no son proporcionales a las utilizadas en los ratones, estas dosificaciones predicen los intervalos de dosificaciones
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que pueden ser adecuados en los seres humanos utilizando las tablas publicadas.

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

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

Marcado con fluoresceina de proteinas purificadas

Se marcaron proteinas purificadas recombinantes con isotiocianato de fluoresceina (FITC, Molecular Probes F143).
Se realiz6 la reaccion mediante el agregado de proteinas a fosfato de sodio 10 mM, amortiguador de NaCl 50 mM
pH 7 a una concentracion de proteina final de 1 mg/ml. La reaccién de marcado inici6 mediante el agregado de FITC
disuelto en DMSO en una concentracién de 20 mg/ml para alcanzar una proporciéon molar de 20:1 con respecto a la
concentracion de proteina. Se dej6 reaccionar la mezcla a temperatura ambiente durante una hora. Se separ6 la
proteina marcada de la fluoresceina libre en una columna PD-10™ (Pharmacia) antes de la didlisis en el
amortiguador de unién (fosfato de sodio 1 mM NaCl 150 mM, pH 7,4).

Preparacién de la fase mineral de los huesos

Se diseccionaron huesos largos de una rata y se trituraron hasta convertirlos en polvo en un mortero enfriado con
nitrégeno liquido. El polvo se mantuvo a -80 °C o se utilizé directamente. Se lavé una alicuota del polvo (300 mg) 3
veces con 8 ml de PBS y se le agregaron 8 ml de HCI 1 M. Se mantuvo la mezcla en suspension en un mezclador
giratorio durante 1 hora a temperatura ambiente. Se centrifugd la fraccion insoluble y se recogi6 el sobrenadante
acido claro. Esta solucion acida permanecio6 estable a temperatura ambiente durante al menos dos semanas.

Reaccién de unién

Se mezclaron alicuotas de 20 pl de extracto 6seo acido con 2 pl de NaOH 10 M y se sedimentd el precipitado a
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuag6 el sedimento dos veces mediante resuspensién
en 100 ul de amortiguador de unién. Después, se mezcl6 el extracto 6seo con 100 ul de una solucién que contenia 5
a 45 ug de proteina marcada con fluoresceina en el amortiguador de unién al cual se le agregé fosfato para alcanzar
una concentracién final de 80 mM. Se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente en la
rueda giratoria para mantener la fase mineral en suspension. Después, se centrifugaron las muestras durante 3
minutos a temperatura ambiente. Se disolvié el sedimento que contenia la proteina unida en 200 pl de EDTA 0,5 M
pH 8. Para calcular la cantidad de proteina libre presente, se agregaron 100 pl de EDTA 0,5 M pH 8 al
sobrenadante. Se midi6 la fluorescencia de las diferentes muestras en un lector de placas de 96 pocillos configurado
a 494 nm para la excitacion y a 516 nm para la emision.

Resultados

Se utilizaron las muestras que contenian 50 ug de GST y GST-Dj marcados con fluoresceina en el ensayo de
unién descrito arriba. La figura 9A muestra que la fusion de la secuencia de Dip a GST provocé un aumento de 6
veces en la union a la fase mineral del hueso.

EJEMPLO 5

La fusion de Dio a SPHEX aumenta su unidn al hueso

Utilizando un procedimiento analogo al descrito en el ejemplo 4 arriba, se utilizaron muestras que contenian 50 pg
de sPHEX y D1osPHEX marcados con fluoresceina en un ensayo de unién. La figura 9B muestra que la fusion de la

secuencia de D1p a SPHEX provocé un aumento de 4,3 en la union a la fase mineral del hueso.

En cambio, De-sPHEX se construyo y se evalud después de la inyeccion in vivo en animales (como se describe en
el ejemplo 1 arriba) y no promovié la unién de las proteinas recombinantes al hueso (no se muestran los datos).

EJEMPLO 6

La fusién de Dip a una forma soluble de fosfatasa alcalina aumenta su direccionamiento a la fase mineral del
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hueso

Construccién de vectores de expresion codificantes de fosfatasa alcalina soluble recombinante humana,
SALP y sALP-Dig

Se obtuvo ADNc de longitud completa humano codificante de fosfatasa alcalina no especifica de tejido (ALP) de
ARN poliA de médula ésea (Clonetech) mediante RT-PCR. En resumen, se transcribieron de forma inversa 20 ng de
poliA con Superscriptll™ y un oligo dTi2.18 utilizando el First Strand Synthesis System (Invitrogen). Se utilizé
directamente una alicuota que representa 1/20 de la etapa de RT en una reaccion de PCR con oligos especificos de
ALP (5'-gataaagcaggtcttggggtgcacc-3' directo (SEQ ID NO: *); 5'-gttggcatctgtcacgggcttgtgg-3' inverso (SEQ ID NO:
*)) y el Expand High Fidelity Enzyme Kit™ (Roche). Se separ6 el producto especifico de ALP resultante (1644. bp) y
se purificé a partir de un gel de agarosa (1 %) utilizando el Qiaquick Gel Extraction Kit™ (QIAGEN). El ADNc de ALP
después se ligd en el vector pCR4-blunt-TOPO™ (Invitrogen), se transformé en bacterias Top10™ (Invitrogen) y un
clon positivo identificado por PCR de colonia. Se verificé la identidad de ADNc mediante secuenciacion de ADN
automatica.

Se construyeron formas secretadas de ALP (sALP) con eliminacion de la sefial de anclaje de GPI mediante PCR
utilizando el kit Expand High Fidelity Enzyme Kit™. Comprendian los residuos 1-502, seguidos de un codon de
parada (sALP) o un motivo de direccionamiento de deca aspartato y un codén de parada (sALP-D10). En ambos
casos, el cebador directo (5-tggatccaccatgatttcaccattcttagtac-3' (SEQ ID NO: 40)) cubrid el iniciador metionina
(subrayado) e incluyd6 un sitio BamHI (en cursiva). Los cebadores inversos (SALP: 5'-
ttctagactacgagctqgcaggagcacagtggccg-3' (SEQ ID NO: 41); SALP-D105'-
ttctagactagtcgtcatcatcgtcatcatcgtcgtcatccgagctggcaggagcacagtggecg-3' (SEQ ID NO: 42)) contenian un codén de
parada (subrayado) y un sitio Xbal (en cursiva). Los productos de PCR fueron digeridos con BamHI y Xbal y se
clonaron en pCDNA3.1-RSV que se habia predigerido con las mismas enzimas. Se secuencié el ADN de plasmido.

Ensayo enzimatico fluorescente de ALP

Se evalué la actividad enzimatica de sALP y sALP-D1; utilizando 4-metilumbeliferil fosfato (MUP, Molecular Probes,
M8425) como sustrato fluorigénico de acuerdo conGee KR y col. (Anal. Biochem. 273, 41-48 (1999)) Tipicamente, se
realiz6 el ensayo a 37 °C en placas de 96 pocillos en un volumen final de 200 pl con 10 uM de MUP. Se registraron
las lecturas utilizando un lector de placas Spectramax Gemini™ (Molecular Devices) en cada minuto durante 30
minutos a 450 nm tras excitacién a 360 nm. El limite de longitud de onda de emision se fijé en 435 nm. Se calculé la
tasa de velocidad inicial de la ALP mediante un ajuste de regresion lineal (con r igual o mayor que 0,98).

Expresién de proteinas SALP y sALP-Dip recombinantes

Para determinar si se secretaron las proteinas sALP y sALP-D;, recombinantes, se transfecto transitoriamente cada
construccién (pCDNA3-RSV-sALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D1p-NEO) en células HEK-293S (células de rifién
embrionarias humanas; ATCC n.° CRL-1392) utilizando el kit Lipofectamine-Plus liposome transfection kit™
(Invitrogen). Las células HEK-293S también se transfectaron de forma simulada como control negativo. El dia
después de la transfeccion, se incubaron las células durante 24 h en DMEM sin suero. Se recogieron los medios
acondicionados y se centrifugaron a 14000 RPM durante 5 min a 4 °C para eliminar las células muertas y los
desechos. Se evaluaron los sobrenadantes en cuanto a la actividad enzimatica y la expresion de sALP o sALP-D1p
utilizando el ensayo enzimatico fluorescente de ALP y andlisis de transferencia Western respectivamente. Para el
andlisis de transferencia Western, se precipitd el medio usado durante 1 h sobre hielo con &cido tricloroacético
(concentracion final de 10 % (v/v)). Se centrifugaron las proteinas precipitadas a 14000 RPM durante 20 min a 4 °C,
se lavaron una vez con acetona fria, se secaron y se resuspendieron en 60 ul 1X de amortiguador de muestra
Laemmli con DTT y se hirvieron durante 5 min.

Para evaluar el contenido intracelular de sALP y sALP-Dq, se lavaron las células 3 veces con PBS y se lisaron con
200 pl de Tris-HCI 50 mM (pH 8) que contenia NaCl 150 mM y NP-40 al 1 % sobre hielo durante 20 min. Se
centrifugaron los lisados y se evalu6 el sobrenadante en cuanto a la actividad enzimatica y la expresién de sALP o
sALP-Dg utilizando el ensayo enzimatico fluorescente de ALP y andlisis de transferencia Western respectivamente.
Para el analisis de transferencia Western, se mezclaron alicuotas de 50 pl con 10 pl 6X de amortiguador de muestra
Laemmli con DTT y se hirvieron durante 5 min.

Se cargaron las muestras en un gel de Tris-glicina poliacrilamida al 4-12 % Novex precast™ (Invitrogen) y se

transfirieron a nitrocelulosa de 0,45 um (Protran, Schleicher&Schuell, Keene, NH) con Tris-glicina que contenia
metanol al 10 %. Se tifié la membrana con rojo Ponceau y se bloque6 durante 1 h a temperatura ambiente con PBS
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que contenia Tween 20™ al 0,05 % (PBST) y leche deshidratada 5 %. Después, se incub6 la membrana
secuencialmente a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-hBAP (mAb 4B-78, Developmental Studies
Hybridoma Bank) (1:1000 en PBST con leche deshidratada al 5 %) y una IgG de conejo anti-ratén acoplada con
peroxidasa de rabano picante (Sigma) (1:12000 en PBST con leche deshidratada al 5 %). Se desarroll6 la sefial con
Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus™ (PerkinElmer).

La actividad enzimatica de ALP medida en los medios acondicionados de HEK293 después de la transfeccion
transitoria fue muy alta y de magnitud similar para pPCDNA3-RSV-sALP-NEO (sALP) y pCDNA3-RSV-sALP-D1o-NEO
(sALP-Dqp) (figura 13). Esta actividad fue especifica del ADN del plasmido transfectado, ya que no se podia detectar
en las células con transfeccion simulada (simulacién). La actividad relativa medida en los medios fue 35 veces mayor
que la medida en los extractos celulares, lo que demuestra la naturaleza secretora de SALP y sALP-Dip. En
consecuencia, para sALP y sALP-Dio, la inmunotransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal elevado contra
fosfatasa alcalina humana no especifica de tejido recombinante (mAb 4B-78, Developmental Studies Hybridoma
Bank) revel6 una sefial mucho mas fuerte en los medios acondicionados que en los extractos celulares (figura 14B,
comparar los carriles 2, 3 frente a 5, 6). No se visualizé ninguna sefial en las muestras transfectadas de forma
simulada (figura 14B, carriles 4 y 7). La sefial que aparece en las células con transfeccion simulada consiste en la
traza de BSA. El peso molecular aparente de la proteina detectada se calculé en 70 kDa en los extractos celulares
(flecha) y ligeramente superior en los medios acondicionados (punta de flecha). Se realizé una tincién con rojo
Ponceau de la membrana para monitorizar la carga uniforme de las muestras (figura 14A).

Generacion de células HEK293 que segregan constitutivamente SALP y SALP-D1g

Para inducir la expresion estable de las proteinas sALP y sALP-D1o, se transfectaron los vectores pCDNA3-RSV-
SALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D1o-NEO por separado en células HEK-293S utilizando el kit Lipofectamine-Plus
liposome transfection kit™ (Invitrogen). Se seleccionaron las células transfectadas mediante el agregado de 800
pg/ml G418 (Life Technologies) al medio. Para cada transfeccion, se analizé un grupo de células resistentes a G-418
para la expresion de sALP o sALP-D19 en el medio de cultivo usado utilizando el ensayo enzimatico fluorescente de
ALP. Los medios acondicionados recogidos de las lineas celulares estables se utilizaron para el estudio del ensayo
de unién en el mineral 6seo.

Unién ala fase mineral reconstituida del hueso

Se mezclaron alicuotas de 20 ul de extracto 6seo acido con 2 pl de NaOH 10 M y se sediment6 el precipitado a
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagé el sedimento dos veces en 100 pul de
amortiguador (fosfato de sodio 1 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM). Después, se mezclo la fase mineral de hueso
resultante (equivalente a 0,37 mg de polvo seco) con 100 pl de una solucion que contenia proteinas de sALP o
SALP-D1o en el amortiguador de unién (fosfato de sodio 80 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM). Se incubaron las muestras
durante 30 minutos a temperatura ambiente en la rueda giratoria para mantener la fase mineral en suspension.
Después, se centrifugaron las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se mezcl6 el sedimento que
contenia la proteina unida con 180 ul del amortiguador de ensayo enzimatico ALP que contenia BSA al 0,1 % y se
inicié la reaccién mediante el agregado de 20 pl de MUP 100 uM. Para permitir un ensayo mas homogéneo, las
condiciones de la placa de 96 pocillos se agitaron durante 10 segundos cada minuto durante la duracion del ensayo.

Se compar6 la actividad enzimatica retenida en la fase 6sea mineral reconstituida con la actividad enzimatica
equivalente agregada en el ensayo de unién. Se calcularon valores de 0,98 % y 13,3 % de actividad de proteina total
unida a la fase mineral 6sea para sALP y sALP-D1q, respectivamente. Una diferencia de unién de mas de 13 veces a
favor de sALP-D1o sugiere que la secuencia de deca-aspartato fusionada al extremo C dirige directamente a SALP a
la fase mineral del hueso. Ademas, el hecho de que haya sido posible medir directamente la actividad de ALP unida
a la fase mineral del hueso indica que la enzima esta unida de forma competente desde el punto de vista catalitico a
los cristales de hidroxiapatita.

Dicha proteina de fusiéon se puede dirigir directamente a los huesos donde la acumulacion de PPi inhibe la
mineralizacién esquelética.

EJEMPLO 7
D1o-ALP disminuye el efecto inhibidor del pirofosfato sobre la mineralizacion 6sea

Se cultivaron las células UMR106 hasta la confluencia. Después, se cultivaron durante otros 7 dias en medio que
contenia B-glicerofosfato 10 mM para inducir la mineralizacion. A lo largo de este periodo de cultivo de 7 dias, se
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trataron las células con o sin pirofosfato (PPi) 75 uM, un inhibidor de la mineralizacion y un sustrato de fosfatasa
alcalina. Para evaluar la capacidad de la fosfatasa alcalina de rescatar la inhibicién de la mineralizacién inducida por
PPi, se cultivaron células tratadas con o sin PPi con concentraciones variadas de Dio-SALP semipurificado
producido a E)artir de HEK293, células de rindbn embrionarias humanas. Se evaludé la mineralizacion mediante
absorcién de **Ca. Los parametros utilizados para este experimento se presentan en la tabla 2 abajo.

TABLA 2 - PARAMETROS UTILIZADOS EN D10-ALP SOBRE LA INHIBICION DE LA MINERALIZACION INDUCIDA
POR PPI

ALP [ALP] (unidades/pocillo) pl ALP/pocillo B-GP (mM) PPi (UM)
- 0 0 10 0

- 0 0 10 75
D1o-SALP 15 0,5 10 0
D1o-SALP 15 0,5 10 75
Dio-SALP 3 1,0 10 0
Dio-SALP 3 1,0 10 75
Dio-SALP 4,5 15 10 0
D1o-SALP 4,5 15 10 75
Dio-SALP 6 2 10 0
Dio-SALP 6 2 10 75

7 dias de tratamiento con PPi produjeron una disminucion del 43 % en la mineralizacién. El cotratamiento de los
cultivos con D1pSALP produjo un rescate que responde a la dosis de esta inhibicion de la mineralizacion. El
tratamiento con 1,5 unidades de D1o-SALP produjo una disminucién del 30 %, 3 y 4,5 unidades una disminucién del
24 % y 6 unidades produjeron una disminucién del 15 % en la mineralizacion, lo que corresponde a un rescate del
65 % de la inhibicion de la mineralizacion inducida por PPi.

Estos resultados muestran que el tratamiento de los osteoblastos mineralizantes con D1o-SALP rescata de forma que
responde a la dosis la inhibicién de la mineralizacion inducida por PPi.

Los ejemplos anteriores muestran que una fusion de poli-aspartato con proteinas recombinantes aumenta su unién a
la fase mineral del hueso o al tejido 6éseo y aumenta la capacidad de la proteina para llevar a cabo su actividad
biolégica en comparacién con cuando se administra sola.
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Se describe:
1. Un conjugado para administracion ésea que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en:

A) X-Dn-Y-proteina-Z;

B) Z-proteina-Y-Dp-X,

donde X esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido;
Y esta ausente o es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoacido;

Z esta ausente o0 es una secuencia de aminoacidos de al menos un aminoéacido; y

Dn es un poli aspartato donde n = 10 a 16.

2. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 1, donde la proteina es un gen regulador de fosfato
soluble con homologia para las endopeptidasas en el cromosoma X (sPHEX).

3. Un conjugado para administracién 6sea como se menciona en 2, donde dicha estructura es: X-D,-Y-sPHEX-Z.

4. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 3, donde sPHEX tiene una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en los aminoacidos 46 a 749 de la figura 10; 47 a 749 de la figura 10; 48 a 749 de la figura
10; 49 a 749 de la figura 10; 50 a 749 de la figura 10; 51 a 749 de la figura 10; 52 a 749 de la figura 10; 53 a 749 de
la figura 10; y 54 a 749 de la figura 10.

5. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 3, donde el sPHEX consiste en la secuencia de
aminoacidos 46 a 749 de la figura 10 y n=10.

6. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 1, donde la proteina es una fosfatasa alcalina
soluble (sALP).

7. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 6, donde dicha estructura es: Z-sALP-X-Dy-Y.

8. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 7, donde sALP esta codificado por la secuencia
como se presenta en la figura 16A.

9. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 7, donde el sALP tiene la secuencia como se
presenta en la figura 16B.

10. Un conjugado para administracion 6sea como se menciona en 7, donde n=10.

11. Una molécula de é&cido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucle6tidos seleccionada del
grupo que consiste en:

a) un polinucledtido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se presenta
en la figura 8;

b) un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se presenta
en la figura 11;

¢) un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos como se presenta en la figura 7;

d) una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos
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en (a), (b) o (c); y

e) una secuencia de nucledtidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las
secuencias de nucledtidos en (a), (b), (c) o (d), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden:
prehibridacion e hibridacion en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de
salmon fragmentado desnaturalizado a 68 °C; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante
10 min; en 2XSSC y SDS al 0,1 % a temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS al 0,5 % a 65 °C
tres veces durante 5 minutos.

12. Un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos aislada de 11.
13. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector de 12. La presente invencion se refiere a:

14. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en:

a) un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos como se presenta en la figura 17A;

b) un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se presenta
en la figura 17B;

¢) una secuencia de nucledtidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en
(@o(b)y

d) una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
nucleétidos en (c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridacion e hibridacion en 6XSSC,
5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado a
68 °C; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2XSSC y SDS al 0,1 % a
temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS al 0,5 % a 65 °C tres veces durante 5 minutos; donde
dicha molécula de acido nucleico codifica una fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una
secuencia de poliaspartato Dn, donde n = 10 a 16.

Se describe:

15. Una molécula de acido nucleico aislada codificante de PHEX soluble funcional que comprende una secuencia de
polinucleétidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) un polinucledtido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 54 a 749 como se presenta en la

gg);uurr? égiinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 53 a 749 como se presenta en la
gthr: égiinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 52 a 749 como se presenta en la
g?uurr? é(())iinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 51 a 749 como se presenta en la
gguﬁ égiinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 50 a 749 como se presenta en la
ggllj;aplc?linucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 49 a 749 como se presenta en la
I;fg);uurri1 [l)(c))iinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 48 a 749 como se presenta en la
E?uurr? égiinucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 47 a 749 como se presenta en la
{;gllj;aplé)lfnucleétido codificante de un sPHEX que comprende los aminoacidos 46 a 749 como se presenta en la
jz;g;rzz(%gé:uencia de nucledtidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos en
a)a()y

k) una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las
secuencias de nuclettidos en (a) a (j), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridacion e
hibridacion en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmoén
fragmentado desnaturalizado a 68 °C; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min;
en 2XSSC y SDS al 0,1 % a temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1XSSC y SDS al 0,5 % a 65 °C tres veces
durante 5 minutos.
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16. Una molécula de acido nucleico aislada como se menciona en 15 que ademas comprende en su extremo 5', un
polinucleétido codificante de un poli-aspartato seleccionado del grupo que consiste en Do a D1s.

17. Un polipéptido de sPHEX aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) los aminoacidos 54 a 749 como se presenta en la figura 10;
b) los aminoacidos 53 a 749 como se presenta en la figura 10;
¢) los aminoéacidos 52 a 749 como se presenta en la figura 10;
d) los aminoacidos 51 a 749 como se presenta en la figura 10;
e) los aminoacidos 50 a 749 como se presenta en la figura 10;
f) los aminoacidos 49 a 749 como se presenta en la figura 10;
g) los aminoacidos 48 a 749 como se presenta en la figura 10;
h) los aminoéacidos 47 a 749 como se presenta en la figura 10; y
i) los aminoacidos 46 a 749 como se presenta en la figura 10.

18. Una composicién para administracion 6sea que comprende un conjugado para administracién ésea como se
menciona en 1y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. Un uso de un conjugado para administracion 6sea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10 para administrar una proteina al tejido 6seo de un mamifero.

20. Un uso de un conjugado para administracion 6sea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5
para tratar una afeccion o enfermedad relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta de o una
cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homologia para las endopeptidasas en el cromosoma
X (PHEX), donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. Un uso de un conjugado para administracion 6sea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5
en la fabricacibn de un medicamento para tratar una afeccién o enfermedad relacionada con un defecto 6seo
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homologia para
las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX).

22. Un uso como se menciona en 20 o 21, donde la afeccion o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a
X (XLH).

23. Un uso de un conjugado para administracion 6sea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 6 a
10 para tratar una afeccion o enfermedad relacionada con un defecto 6seo caracterizado por una falta de o una
cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

24. Un uso de un conjugado para administracion 6sea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 6 a
10 en la fabricacion de un medicamento para tratar una afeccion o enfermedad relacionada con un defecto éseo
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se
encuentra en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

25. Un uso como se menciona en 23 o 24, donde la afeccion o la enfermedad es hipofosfatasia.

26. Un procedimiento para evaluar péptidos para uso en un conjugado de proteina-péptido para administracion ésea
que comprende las etapas de:

fusionar un péptido candidato con una proteina indicadora para formar un conjugado de proteina-péptido;

poner en contacto el conjugado con tejido 6seo o la fase mineral del hueso; y

donde el péptido candidato se selecciona cuando la presencia de la proteina indicadora en el tejido 6seo o la fase
mineral del hueso es mayor cuando se conjuga con el péptido candidato que cuando no lo hace.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ENOBIA PHARMA INC.
Crine, Philippe

Loisel, Thomas
Lemire, Isabelle

22



ES 2 687 786 T3

Boileau, Guy

<120> CONJUGADOS PARA ADMINISTRACION OSEA Y PROCEDIMIENTO DE USO DE ESTOS PARA DIRIGIR

10

15

20

PROTEINAS AL HUESO

<130> 12987.50

<140> PCT/CA05/000615

<141> 2005-04-21

<150> US 60/563,828
<151> 2004-04-21

<150> US 60/614,984
<151> 2004-10-04

<150> US 60/590,347
<151> 2004-07-23

<160> 44

<170> Version de patente 3.2

<210>1
25 <211> 2280
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
30 <223> Conjugado escindible codificante
<400> 1
atggaagcag aaacagggag cagcogtggag actggaaaga aggocaacag aggcactcga &0
attgccoceotgg togtgtttgt octgacagtg atcgotcaac aaacaaccag tcaaggtcete 120
ttatccggag atgacgatga cgatgacgat gacgatgact coggaagtct ccaageotaaa 180
caggagtact gcctgaagocc agaatgeatc gaagcocggcotg ctgocatctt aagtaaagta 240
aatctgtety tggatcocttg tgateaatttc ttcocggtteg cttgtgatag ctggataage 300
aataatccaa ttocogogaaga tatgocaage tatggggttt atccttgget gagacataat 360
gttgacctca agttgaagga acttttggag aaatcaatca gtagaaggog ggacaccgaa 420
gccatacaga aagecaaaat cctttattca toctgeatga atgagaaage gattgaaaaa 480
gcagatgcca agcoccactgcoct acacatccta cggcattcac ctttocgetg gcoogtgert 540
gaatctaata ttggoeoctga aggagtttgg tcagagagaa agttcagooct totgoagaca 800
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<210> 2

cttgcaacgt
gatgacaaag
gtgagggaag
aagttcatgg
atgaagtcag
cgaaccagcyg
cagttcgact
daagacatca
tttaggatat
gtttattcca
agggtaatcc
gaaagtgccc
aagaaggaaa
gagaaagaaa
gohgttttgg
gaccteaaag
aagtatttag
tttacaaatc
ccagcaggag
tatggtgcta
agaaaatatg
tttaaggaaa
ggcttaaatg
cgggaagctt
cctettoctac
atgaggtgca
agtcccocte

Lttaactgtic

<211> 759
<212> PRT
<213> Artificial

<220

ttcgtggtea
catccaatga
actaccttga
tggatactgc
tgctecagatt
aggccatgta
ggctgggcta
gocococctoocga
tagggtctga
gaattccaaa
aggggaccac
tcoccttatgt
tgatggagga
atgagtggat
caaaagttgg
ctatcaagtt
cacagtctga
cgacgactgt
agctccagaa
taggagtaat
ataaaaatgg
aaacaaaatg
tcaaggggaa
Ltagggctita
caggeateac
attcctacag
agtttagggt

cacccaattc

ES 2 687 786 T3

atacagcaat
acatatcttg
taacagtaca
cgtgotttta
ggaaattaag
caacaaaatg
catcaagaag
gaatgtggtg
gagaaagaag
ccttageagg
aactttgctg
tgttggaaayg
attggttgag
ggatgcagga
ctatccagag
ttcagaagoo
tttctictygg
caatgeocthc
gcctttcttt
tgtcggacat
aaaccrggat
catgattaac
gaggaccctyg
caggaaatgg
attcaccaac
accagaagct
caatggtgca

cacgatgaac

tctgtgttca
aagctggace
gaagccaagt
ggagctaaca
atagctgaga
aacatttctyg
gteattgaca
gtcocgogtioe
accattgoca
cgctttcagt
cctcaatggg
atgtttgtag
ggcgttoget
acgaaaagga
tttataatga
gactactttyg
ctaagaaaag
tacagtgcat
tggggaacag
gaatttacac
cottggtggt
cagtatagca
ggagaaaata
ataaatgaca
aaccagetct
gccocgagaac
attagtaact

agaggcatgg

24

tocogtttgta
aagcaacact
cttatcggga
gttccagagc
taatgattcc
aactgagtgc
ccagactcta
cgcagtactt
actatttggt
atagatggct
acaaatgtgt
atgrgtactt
gggecctttat
aagccaaaga
atgatactca
geaacgtcet
cecgttccaaa
coaccaacca
aatatcctcg
atggatttga
ctactgaatc
actattattg
ttgctgataa
gaaggcaggg
tcttocectgag
aagtccaaat
ttgaagaatt

actcctgecyg

tgtgtcccct
ctceococtggoo
tgooctttac
agagcatgac
acatgaaaac
tatgattcec
cocoocatotyg
taaagattty
gtggagaatyg
ggaattctca
aaactttatt
ccaggaagat
tgacatgcta
aaaggcgaga
tgttaatgaa
acaaactcge
aacagagtgg
gatccgattt
atctctgagt
taataatggt
agaagasaaayg
gaagaaagcot
tggaggcctyg
acttgaggag
ttatgcteat
tggtgcteac
ccagaaagcet

actetggtag

660

720

780

B40

200

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1850
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



<223> Conjugado de PHEX escindible

<400> 2

Met

Arg

Gln

Asp

Leu

&5

Asn

Gly

Val

Leu

Ala

145

Ala

Trp

Glu

Gly T

Gln

Asp

50

Lys

Leu

Trp

Tyr

Glua

130

Lys

Asp

Pro

Ala

=
=
s

Thr

Asp

Pro

Ser

Ile

Pro

115

Lys

Ile

Ala

Val

Glu

Arg

20

Thr

ASD

Glu

Val

Ser

100

Trp

Ser

Leu

Lys

Leu
180

Thr

Ile

Ser

Asp

Cys

Asp

85

Asn

Leu

Ile

Tyr

Fro

165

Glu

ES 2 687 786 T3

Gly

Gln

Ser

Ile

70

Pro

Asn

Arg

Ser

Ser

150

Leu

Ser

Leu

Gly

Gly

55

Glu

Cys

Pro

His

Arg

135

Ser

Leu

Asn

Ser

Val

Leu

10

Sar

Ala

Asp

=
[
i

Asn

120

Arg

Cys

His

Ile

Val

Leu

Leu

Ala

Asn

Fro

105

Val

Arg

Met

Ile

Gly
185

25

Glu

Fhe

Ser

Gln

Ala

Phe

90

Glu

Asp

Asp

Asn

Leu

170

Fro

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

15

Phe

Asp

Leu

Thr

Glu

155

Arg

Glu

Gly

Leu

Asp

Lys

&0

Ile

Arg

Met

Lys

Glu

140

Lys

His

Gly

Lys

Thr

hAsp

Gln

Leu

Phe

Fre

Leu

125

Ala

Ala

Ser

Val

Lys

Val

g

Asp

Ser

Ala

Ser

110

Lys

Ile

Ile

Pro

Trp
190

Ala

Ile

Asp

YL

Lys

Cys

95

Tyr

Glu

Gln

Glu

Phe

175

Ser

Asn

Ala

Asp

Cys

Val

g0

Asp

Gly

Leu

Lys

Lys

160

Arg

Glu



Arg

Ser

Ser

225

Val

AsSp

Asn

Ile

Ala

305

Gln

Tyr

Val

Lys

Ile

385

Arg

Lys

Asn

210

Asn

Arg

Ala

Ser

Lys

2590

Met

Phe

Pro

Lys
370

Fro

Val

Phe

135

Ser

GClu

Glu

Leu T

Ser

275

Ile

Tyr

Asp

His

Gln

355

Thr

Asn

Ile

Ser

Val

His

Asp

Ara

Ala

Asn

Trp

Leu

340

Tyr

Ile

Leu

GLln

Leu

Phe

Tle

Tyr

245

Lys

Ala

Lys

Leu

325

Lys

Fhe

Ala

Ser

Gly
405

ES 2 687 786 T3

Leu

Ile

Leu

230

Phe

Glu

Ile

Met

310

Gly

ASp

Lys

Asn

Arg

380

Thr

Gln

Arg

215

Lys

Asp

His

Met

295

Asn

Tyr

ile

Asp

Tyr

375

Arg

Thr

Thr

200

Leu

Leu

Asn

Val

Asp

ZB0O

Ile

Ile

ile

Ser

Leu

360

Leu

Phe

Thr

Leu

Tyr

Asp

Ser

Asp

265

Met

Ser

Lvs

Pro

345

Fhe

Val

Gln

Leu

26

Ala

Val

Gln

Thr

250

Thr

Lys

His

Glu

Lys

330

Ser

aArg

Trp

Tyr

Leu
410

Thr

Jer

Rla

235

Glu

RAla

Ser

Glu

Leu

315

Yal

Glu

Ile

Arg

Arg

395

Fro

Fhe

Fro

220

Thr

Ala

Val

Val

Asn

300

Ser

Ile

Asn

Leu

Met

380

Trp

Gln

Ar

205

Asp

Leu

Lys

Leu

Leu

283

Arg

Ala

Asp

Val

Gly

365

Val

Leu

Trp

Gly

Bsp

Gln

Lys

Leuw

Ser Tyr

Leu

270

Arg

Thr

Met

Thr

Val

350

Ser

Ty

Glu

Asp

Leu

Ser

Ile

Arg

335

Val

Glu

Ser

Phe

Lys
415

Tyr

Ala

Ala

240

Arg

Ala

Glu

Glu

Pro

2o

Leu

Arg

Arg

Arg

Ser
400

Cys



Val

Val

Val

Glu

165

Ala

His

Phe

Phe

Thr

545

Pra

Arg

Thr

Leu

Thr
625

Asn

Asp

Glu

450

Trp

Val

Val

Gly

Trp

530

Thr

Ala

Ser

His

Asp

610

Lys

Fhe

Val

435

Gly

Met

Leu

Asn

Asn

515

Leu

Val

Gly

Leu

Gly
595

Pro T

Cys

Ile

420

Tyr

Val

hsp

Ala

Glu

500

Val

Arg

Asn

Glu

Ser

SEO

Fhe

Met

ES 2 687 786 T3

Glu Ser

Fhe Gln

Arg Trp

Ala Gly

470

Lys Val
485

Asp Leuw

Leu Gln

Lys Alas

Ala FPhe

550

Leu Gln

565

Tyr Gly

Asp Asn

Trp Ser

Ile Asn
B30

Ala

Glu

Ala

455

Thr

Gly

Lys

Thr

Val

533

Tyr

Lys

Ala

Asn

Thr

el5

Gln

Leu

Pro
425

Asp Lys

440

Phe

Lys

Tvr

Ala

Pro

Ser

Pro

Ile

Gly

600

Glu

Ile

Arg

Ile

305

Lys

Lys

Ala

Phe

Gly

585

Arg

Ser

Ser

27

Tyr

Lys

Lys

Glua

4930

Lys

Tvr

Thr

Ser

Phe

370

Val

Lys

Glu

Asn

Val

Glu

Met

Ala

475

Fhe

Fhe

Leu

Glu

Thr

355

Trp

Ile

Tyr

Glu

Tyr
635

Val

Leu

460

Lys

Ile

Ser

Ala

Trp

340

Asn

Gly

Val

Asp

Lys

620

Tyx

Gly

Met

443

Glu

Glu

Met

Glu

Gln

525

Gln

Thr

Gly

Lys

605

Fhe

Trp

Lys

430

Giu

Lys

Lys

Asn

Ala

310

Ser

Thr

Ile

Glu

His

550

Asn

Lys

Lys

Met

Glu

Glu

Ala

Asp

445

Asp

Rsp

Asn

Arg

Tyr

575

Glu

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Arg

480

Thr

Tyr

Phe

Fro

Fhe

560

Pro

Fhe

Asn

Lys

Ala
&40



10

Gly

Asn

Asp

Thr

Ser
705

Ser

Phe

Met

<210> 3

<211>749

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

Leu

Gly

Arg

Asn

690

Tyr

Fro

Gln

Asp

Asn

Gly

Arg

675

Asn

Arg

Fro

Lys

Ser
755

<223> PHEX humano natural

<400> 3

Met Glu Ala

1

Arg Gly

Leu Gly T
3

Ala Lys
50

Thr

Val Lys
645

Leu Arg
660

Gln Gly

Gln Leu

Pro Glu

Gln Phe
TZ5

Ala Phe
740

Cys Arg

Glu Thr
5

Arg Ile
20

Ile Leu

Glu Tyr

ES 2 687 786 T3

Gly Lys Arg

Glu Ala Phe

Leu Glu Glu

680

Phe Phe Leu

695

Ala Ala Arg

Arg Val Asn

Asn Cys Fro

Leu Tr

Gly Ser Ser

Ala Leu Val

Phe Leu WVal
40

Cys Leu Lys
35

Thr

Arg

665

Pro

Ser

Glu

Gly

Pro
745

Leu

650

Ala

Leu

Tyr

Gln

Ala

730

Rsn

Gly

Tyr

Leu

Ala

Val

715

Ile

Ser

Glu

Arg

Pro

His

100

Gln

Ser

Asn

Lys

Gly

685

Val

Ile

Asn

Met

Ile

Trp

670

Ile

Arg

Gly

Phe

Asn
750

Ala Asp
655

Ile Asn

Thr Phe

Cys Asn

Ala His
T20

Glu Glu
735

Brag Gly

Val Glu Thr Gly Lys Lys Ala Asn

10

15

¥al Phe Val Gly Gly Thr Leu Val

25

30

Ser Gln Gly Leu Leu Ser Leu Gln

45

Fro Glu Cys Ile Glu Ala Ala Ala

28

60



Ala
65

Phe

Asp

Thr

Glu

145

Arg

Glu

Thr

Ser

Ala

225

Glu

Ala

Ser

Ile

Arg

Met

Lys

Glu

130

Lys

His

Gly

Phe

Pro

210

Thr

Ala

Val

Val

Leu

Fhe

Leu

115

Ala

Ala

Ser

Val

Arg

195

Asp

Leu

Lys

Leu

Leu
275

Ser

Ala

Ser

100

Lys

Ile

Ile

Prao

Trp

180

Gly

Asp

Ser

Ser

Leu

260

Arg

Lys

Cys

BS

Tyr

Glu

Gln

Glu

FPhe

165

Ser

Gln

Lys

Leuw

Tyr

245

Gly

Leu

ES 2 687 786 T3

Val

70

Asp

Gly

Leu

Lys

Lys

150

Arg

Tyr

Ala

Ala

230

Arg

Ala

Glu

Asn

Gl

Val

Leu

Ala

135

Ala

Trp

Arg

Ser

Ser

215

Val

Asp

Asn

Ile

Leu

Trp

Tyr

Glu

120

Lys

Asp

Pro

Lys

Asn

200

Asn

Arg

Ala

Ser

Lys
280

Ser

Ile

Pro

105

Lys

Ile

Ala

Val

Phe

185

Ser

Glu

Glu

Leu

Ser

265

Ile

29

Val

Ser

=]

Tep

Ser

Leu

Lys

Leu

170

Ser

Val

His

Asp

Tyr

250

Arg

Ala

Rsp

15

Asn

Leu

Ile

Tyr

Pro

155

Glu

Leu I

Phe

Ile

Tyr

235

Lys

Ala

Glu

Fro

Asn

Arg

Ser

Zer

140

Leu

Ser

Ile

Leu

220

Leu

Phe

Glu

Ile

Cvs

His

Arg

125

Ser

Leu

Asn

: Gln

Arg

205

Lys

Asp

Met

His

Met
285

Asp

Ile

Rsn

110

Arg

Cys

His

Ile

Thr

190

Leu

Leu

Asn

YVal

Asp

270

Ile

Asn

Pro

55

Val

Arg

Met

Ile

Gly

175

Leu

Tyr

Asp

Ser

Asp

255

Met

Pro

Fhe

BO

Glu

Asp

Asp

Asn

Lew

160

Pra

Ala

Val

Gln

Thr

240

Thr

Lys

His



Glu

Val

Glu

Arg

Arg

3B5

Pro

val

Giu

Met

Ala

465

Phe

Phe

Leu

Asn

290

Ser

Ile

Asn

Leu

Met

370

Trp

Gln

Val

Met

Leu

450

Lys

Ile

Ser

Ala

Arg

Ala

Asp

Val

Gly

355

Val

Leu

Trp

Gly

Met

433

Glu

Glu

Met

Glu

Gln

Thr

Met

Thr

Val

340

Ser

Glu

Asp

Lys

420

Glu

Lys

Lys

Asn

Ala

500

Ser

Ser

Ile

hrg

328

Val

Glu

Ser

Phe

Lys

405

Met

Glu

Glu

Ala

Asp

485

Asp

Asp

ES 2 687 786 T3

Glu

Pro

310

Leu

Arg

Arg

Arg

Ser

150

Cys

Fhe

Leu

Asn

Arg

470

Thr

Tyr

Phe

Ala

295

Gln

Tyr

Val

Lys

Ile

375

Arg

Wal

Val

Val

Glu

455

Ala

His

Fhe

Phe

Met

Fhe

Pro

Fra

Lys

360

Pro

Val

Asn

Asp

Glu

440

Trp

Val

Val

Gly

Trp

Tyr

Asp

His

Gin

345

Thr

Asn

Ile

Fhe

val

425

Gly

Met

Leu

Asn

Leu

30

Asn

Trp

Leu

30

Tyr

ile

Leu

Gln

Ile

410

Tyr

Val

Asp

Glu
490

val

Arg

Lys

Leu

215

Lys

Phe

Ala

Ser

Glu

Phe

Ala

Lys

75

Asp

Leu

Lys

Met

300

Gly

Asp

Lys

Asn

Arg
380

y Thr

Ser

Gln

Gly

460

Val

Leu

Gln

Ala

Asn

Tyr

Ile

Asp

Tyr

365

Arg

Thr

Ala

Glu

Ala

443

Thr

Gly

Lys

Thr

Val

Ile

Ile

Ser

Leu

350

Leu

Fhe

Thr

Leu

Rsp

430

Phe

Lys

Tyr

Ala

Arg

510

Pro

Ser

Lys

Ero

335

Phe

Val

Gln

Leu

Fro

41%

Lys

ile

Arg

Pro

Ile

495

Lys

Lys

Gla

Lys

320

Ser

Arg

Trp

Tyr

Leu

400

Tyr

Lys

ASD

Glu

qBD

Lys

Tyr

Thr



<210>4
<211>718
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Glu

Thr

545

Trp

Ile

Tyr

Glu

Tyr

Leu

Ala

Val

705

Ile

Ser

Trp

530

Asn

Gly

Val

Asp

Lys
610

r Tyr

Glu

Arg

Pro

His

690

Gln

Ser

Thr

Phe

Gln

_Gl},.r

Lys

595

Fhe

Trp

Asn

Lys

Gly

675

Val

Ile

Asn

Met

Thr

Ile

Glu

His

580

Asn

Lys

Lys

Ile

Trp

Be0

Ile

Arg

Gly

Ser

Asn
740

Asn

Arg

Tyr

565

Glu

Gly

Glu

Lys

Ala

645

Ile

Thr

Cys

Ala

Glu

725

Arg

ES 2 687 786 T3

Pra

Phe

350

Pro

Phe

Asn

Lys

Ala

&30

Asp

hsn

Phe

Asn

His

710

Glu

Gly

Thr
535
Fro
Arg
Thr
Leu
Thr
6l5
Gly
Asn
Asp
Thr
Ser
7495
Ser

Phe

Met

520

Thr

Ala

Ser

His

Asp

600

Lys

Leu

Gly

Arg

Asn

680

Tyr

Gln

Asp

Val

Gly

Leu

Gly

585

Pro

Cys

Asn

Gly

Arg

665

Asn

Arg

Fro

Ser
745

31

Rsn

Glu

Ser

570

Phe

Trp

Met

Val

Leu

650

Gln

Gln

Fro

Gln

Ala

730

Cys

Ala

Leu

555

Tyr

Asp

Trp

Ile

Lys

635

Arg

Gly

Leu

Glu

FPhe

715

Phe

Arg

Fhe

540

Gln

Gly

Asn

Ser

Asn

620

Gly

Glu

Leu

Phe

Ala

T00

Arg

Asn

Leuw

525

Tyr

Lys

Ala

Asn

Thr

605

Gln

Lys

Ala

Giu

Phe

645

Ala

Val

Cys

Trp

Ser

Fro

Ile

Gly

390

Glu

Tyr

Arg

Phe

Glu

670

Leu

Arg

Rsn

Ala

Phe

Gly

375

Arg

Ser

Ser

Thr

g

655

Pro

Ser

Glu

Gly

Pro
735

Ser

Fhe

560

Val

Lys

Glu

Asn

Leu

040

Ala

Leu

Tyr

Gln

Ala

720

Rsn



<223> Conjugado de PHEX soluble

<400> 4

Ser

Gln

Ala

Phe

Glu

Asp

Asp

Asn

Leu

Fro

145

Ala

Val

Gly

Ala

Ala

Fhe

50

Bsp

Leu

Thr

Arg

130

Glu

Thr

Ser

Asp

Lys

Arg

Met

Lys

Glu

Lys

115

His

Gly

Fhe

Pro

Asp

Gln

20

Leu

Phe

Fro

Leu

Ala

100

Ala

Ser

Val

Ar

Asp

Asp

Glu

Ser

Lys

E3

Ile

Ile

Fro

Trp

Gly

165

Rsp

ES 2 687 786 T3

Asp

Tyr

Lys

Cys

Tyr

10

Glu

Gln

Glu

Fhe

Ser

150

Gln

Lys

Asp

Cys

Val

Asp

Gly

Leu

Lys

Arg

135

Glu

Tyr

Ala

Asp

Leu

Asn

40

Gly

Val

Leu

Ala

120

Trp

Arg

Ser

Ser

Asp

Lys

25

Leu

Trp

Tyr

Glu

Lys

105

Asp

Fra

Lys

Asn

Asn

32

Asp

10

Pro

Ser

Ile

Pro

Lys

20

Ile

Ala

Val

Phe

Ser

170

Glu

Asp

Glu

Val

Ser

Trp

75

sSer

Leu

Lys

Leu

Ser

155

Val

His

Asp

Cys

Asp

Bsn

Leu

Ile

Tyr

Pro

Glu

140

Leu

Fhe

Ile

Ser

Ile

Ar

Ser

Leu

125

Leu

Ile

Leu

Gly

Glu
30

Cys

Pro I

His

Arg

Ser

110

Leu

r Asn

Gln

Arg

Lys

Ser
15

Ala

ASp

Asn

Arg

95

Cys

His

Ile

Thr

Leu

175

Leu

Leu

Ala

Asn

Pro

Val

ag

Arg

Met

Ile

Gly

Leu

160

Tyr

Asp



Gln

Thr

Thr

223

Lys

His

Glu

Lys

Ser

305

Ar

Trp

Tyr,

Leu

Tyr

385

Lys

Ala

Glu

210

Ala

Glu

Len

Val

290

Ile

Arg

Arg

Pre

370

Yal

Glu

Thr

185

Ala

Yal

Val

Asn

Ser

275

Ile

Asn

Leu

Met

Tro

355

Gln

Val

Met

iao0

Leu

Lys

Leu

Leu

Arg

260

Ala

AsSp

Wal

Gly

Val

340

L=u

Trp

Gly

Met

Ser

Ser

Leu

Arg

245

Thr

Thr

Val

Ser

325

Tyr

Asp

Lys

Glu
405

ES 2 687 786 T3

Leu

Tyr

Gly

230

Leu

3er

t Ile

Arg

Val

310

Glu

Ser

Fhe

Lys

Met

390

Glu

Ala

Arg

215

Ala

Glu

Glu

Fro

Leu

295

Arg

Arg

Arg

Ser

Cys

375

Phe

Leu

Val

200

Asp

Asn

Ile

Ala

Gln

280

Val

Lys

Ile

Arg

360

Val

Val

Val

Ala

Ser

Lys

Met

265

Phe

- Fro

Pro

Lys

Pro

345

Val

Asn

Asp

Glu

33

Glu

Leu

Ser

Ile

250

Tyr

Asp

His

Gin

Thr

330

Asn

Ile

Phe

Val

Gly
410

Asp

Tyr

Arg

235

Ala

Asn

Trp

Leu

Tyr

315

Leu

Gln

Ile

Tyr

385

Val

Tyr

Lys

220

Ala

Glu

Lys

Leu

Lys

300

Phe

Ala

Ser

Gly

Glu

380

Phe

Arg

Leu

205

Fhe

Glu

Ile

Met

Gly

285

Rsp

Lys

Asn

Arg

Thr

365

Ser

Gln

Trp

150

Asp

Met

His

Met

Asn

270

Tyr

Asp

Tyr

Arg

350

Thr

Ala

Glu

Ala

Asn

Val

Asp

Ile

255

Ile

Ile

Ser

Leu

Leu

335

Fhe

Thr

Asp

Phe I

4§15

Ser

AsD

Met

240

Fro

Ser

Lys

Fro

Fhe

320

Val

Gln

Leu

Pra

Lys
400



Asp

Lys

Glu

Lys

465

Tyr

Ser

Phe

Val

545

Lys

Glu

Asn

Leu

Ala
625

Met

Ala

Phe

450

Phe

Leu

Thr

Trp

530

Ile

Tyr

Glu

Tyr

Gly

610

Tyx

Leu

Lys

4358

Ile

Ala

Trp

Asn

515

Gly

Val

Asp

Lys

Tyr

5958

Glu

Arg

Glu

420

Glu

Met

Glu

Gln

Phe

500

Gln

Thr

Gly

Lys

Phe

580

Trp

RAsn

Lys

Lys

Lys

Bsn

Ala

3er

485

Thr

Glu

His

Asn

565

Lys

Lys

Ile

Trp

ES 2 687 786 T3

Glu

Rla

Asp

Asp

470

Asp

Bsn

Arg

Tyr

Glu

250

Gly

Lys

Ala

Ile
630

Asn

Arg

Thr

455

Tyr

Fhe

Pro

Phe

Pro

535

Phe

Asn

Lys

Ala

Asp

6l5

Asn

Glu

Ala

440

His

Fhe

Phe

Thr

Rrg

Thr

Leu

Thr

Gly

600

Asn

Asp

Trp
425

Val

Val

Thr

305

Ala

Ser

His

Asp

Lys

585

Leu

Gly

Arg

34

Met

Leu

Asn

ASD

Leu

430

Val

Gly

Leu

Gly

FPro

370

Cys

Rsn

Gly

Arg

Asp

Ala

Glu

Val

475

Arag

Aan

Glu I

Ser

Phe

335

Met

Val

Leu

Gln
635

Ala

Lys

Asp

460

Leu

Lys

Ala

Tyr

540

Asp

Trp

Ile

Lys

Arg

&820

Gly

Gly

Val

445

Leu

Gln

Ala

Phe

Gln

525

Gly

Asn

Ser

Rsn

Gly

605

Leu

Thr

430

Gly

Lys

Thr

Val

Tyr

510

Lys

Ala

Asn

Thz

Gln

530

Lys

1 Bla

Glu

Lys

Tvr

Ala

Arg

Prao

495

Ser

Pro

Ile

Gly

Glu

375

Ty

RArg

Fhe

Glu

Arg

Pro

Lys

480

Lys

Ala

Fhe

Gly

Arg

260

Ser

Ser

Thr

Arg

Pro
640



10

<210>5
<211> 1524
<212> ADN

Leu Leu

Tyr Rla
Val

Gln

Ile
630

Ala

Asn Ser

705

<213> Artificial

<220>

Pro Gly

645

Val
660

His

Gln TIle Gly

675

Ser Asn Phe

Met

Ile

Rrg

Asn

ES 2 687 786 T3

Thr Phe

Asn

Cys

Ala His

Thr

Ser

Ser

Asn
650

Asn

Tyr
665

Arg

Pra Pro

680

Glu
695

Glu

Arg Gly

710

<223> Fosfatasa alcalina soluble codificante

<400> 5

ggatccacca
ttagtgccag
aaatatgccc
ctgggagatg
caccacaacc
tccaagacgt
ctgtgtgggg
cggtgcaaca
gggaaatctg
tacgcecact
agccagggcet
atcatggggyg
agtgacgaga

agcttcaaac

tgatttcacc
agaaagagaa
tggagcttca
ggatgggrgt
ctggggagga
acaacaccaa
tgaaggccaa
ccacccaggy
tgggcattgt
cggeotgaceg
gtaaggacat
gtggccggaa
aagccagggq

cgagatacaa

attcttagta
agaccccaag
gaagctcaac
ctccacagtg
gaccaggctg
tgococcaggtc
tgagggcacc
gaacgaggtc
gaccaccacg
ggactggtac
cgectaccag
atacatgtac
cacgaggctg

gcactococcac

Fhe

Met

Gln Lys

Asp Ser

ctggccattg
tactggecgag
accaacgtgg
acggctgooe
gagatggaca
cctgacageg
gtgggggtaa
acctccateeo
agagtgaacc
tcagacaacqg
ctocatgeata
cccaagaata
gacggcctgg

ttcatctgga

35

Gln Leu Phe

Pro Glu Ala

Gln Phe Arg

BES

FPhe
00

Ala Asn

Cys Arg Leu

715

gcacctgeoct
accaagcgea
ctaagaatgt
gcatcctcaa
agttccoctt
coggoacoge
gogocagocac
tgocgetagge
atgeoeaccoe
agatgcocceo
acatcagggs
aaactgatgt
acctegttga

accgcacgga

Phe
655

Ala
670

Val

Cys

Trp

tactaactcc
agagacactg
catcatgtte
gggtoagete
cgtggeccte
caccgocotac
tgagegttes
caaggacgcet
cagocgoogoc
tgaggcctty
cattgacgtyg
ggagtatgag
cacctggaag

actcctgace

Leu Ser

Arg Glu

Asn Glvy

Pro Prao

&0

120

180

240

300

360

420

480

240

600

660

120

g40



10

<210>6

<211> 502

cttgaccccg
gagctgaaca
cagatcotge
cacgggcace
gccatcgggco
gaccattcoc
ctggeccceca
gggcciggct
cCacaacaact
gacgtggccy
aactacgtce

goctoctgeoca

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

acaatgtgga
ggaacaacgt
ggaagaaccc
atgaaggaaa
aggcaggcag
acgtcttcac
tgctgagtga
acaagabggt
accaggegoa
ccttoetocaa
cccacgtgat

gotegtagte

<223> Fosfatasa alcalina soluble

<400> 6

Met Ile

1

Ser

Ala

Asn

Ser

65

Pro

Leu

Gln

Val

30

Thr

Gly

Ser Pro

Pro
20

Val

Glu
as

Thr
hla Lys
Thr

Val

Glu Glu

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala

ES 2 687 786 T3

ctacctattg
gacggaccocg
caaaggcttoc
agccaagcag
cttgacctoo
atttggtgga
cacagacaag
gggcggtgaa
gtctgctgtg
gagccccatyg
ggcgtatgca

taga

Leu Val

Lys Glu
Tyr

Lys

Ile
55

Val

Ala
70

Arg

Arg Leu

ggtctetteg
tcactctecyg
ttcttgctgg
gocctgeatyg
tcggaagaca
tacaccccoco
aagococottoa
cgagagaatyg
ccocctgogoo
gcgeacchge

goctgeatog

Ile
10

Leu Ala

Asp
25

Lys

Ala Leu Glu

40

Met Fhe Leu

Ile Leu Lys

Glu Met

36

Fro

agccagggga
agatgotggt
tggaaggagy
aggcggtagga
ctctgaccgt
gtggcaactc
ctgeccatcct
toctecatggt
acgagaccea
tgcacggcgt

gggccaaceot

Gly Thr Cy

Lys Tyr Tr

Leu Gln

45

r Asp GL

&0

Gln Le

Phe Pr

Lys

catgcagtac
ggtggeecaze
cagaattgac
gatggaccgg
ggtcactgeg
tatctttggt
gtatggcaat
ggactatget
cggcggggag
ccacgagcag

cggcoccactgt

Thr
15

5 Leu

Arg
a0

2] Asp

Leu Asn

y Met Gly

u His His

o Phe Val

Asn

Gln

Thr

Val

Asn

80

Ala

960
1020
1080
1140
12090
L260
1320
1380
1440
1500

1524



Leu

Thr

Gly

Asn

145

Val

ABla

Pro

Met

Tyr

225

Lys

Lys

Thr

Leu

Thr
305

Ser

ala

Val

130

Glu

Gly

Tvyr

Pro

His

210

Met

Ala

Ser

Glu

Phe

290

Asp

Lvs

Thr

115

Ser

Val

Ile

Ala

Glu
195

Asn

Tyr

Arg

Phe

Leu

275

Glu

Pro

Thr

100

Ala

Ala

Thr

Val

His

180

RBla

Ile

Pro

Gly

Lys

260

Lew

Pro

Ser

85

Tyr

Bla

Ser

Thr

165

Ser

Leu

Arg

Lys

Thr

245

Pro

Thr

Gly

Leu

ES 2 687 786 T3

Asn

Leu

Thr

Thr

Ala

Ser

Asp

Asn

230

Arg

Arg

Leu

Asp

Ser
310

Thr

Cys

Glu

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Lys

Leu

Tyr

Asp

Met

295

Glu

Asn

Gly

120

Arg

Arg

Rrg

Arg

Gly

200

Asp

Thr

Asp

Lys

Pro

280

Gln

Met

Bla

1035

Val

Ser

Trp

Val

Rsp

185

Cys

Val

Asp

Gly

His

265

His

Tyr

Val

37

a0

Gln

Lys

Arg

Ala

Asn

170

Trp

Lys

Ile

Val

Leu

250

Ser

Asn

Glu

Val

Val

Ala

Cys

Lys

155

His

Asp

Met

Glu T

235

Asp

His

Val

Leu

Val
315

Pro

Asn

Asn

140

Asp

Ala

Ser

Ile

Leu

Phe

ASp

Asn

300

Ala

Rsp

Glu

125

Thr

Ala

Thr

Asp

Gly

Glu

Val

Tyr
285

Arg

Ile

Ser

110

Gly

Thr

Gly

Fro

Asn
190

a Tyr

Gly

Rsp

Trp

270

Leu

Asn

Gln

EL

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

Gln

Arg

Rsp

Thr

255

Asn

Leu

Asn

Ile

Gly

Val

Gly

Ser

160

Rla

Met

Leu

Lys

Glu

240

Trp

Arg

Gly

Val

Leu
320



10

<210>7
<211> 1554
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

Arg Lvs Asn

Asp His Gly

Val Glu Met
355

Glu Asp Thr
370

El
Ehe Gly Gly
385

Met Leu Ser

Asn Gly Pro

Met Val Asp
435

Leu Arg His
450

Gly Pro Met
465

Pro His Val

Cys Ala Pro

Pro

His

340

Asp

Leu

Tyr

Rsp

Gly

420

Tyr

Glu

Ala

Met

Ala
500

Lys

325

His

Arg

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

Ala

Thr

His

Ala

185

Ser

ES 2 687 786 T3

Gly

Glu

Ala

Val

FPro

390

Asp

Lys

Hisg

Leu
470

Ser

Phe

Gly

Ile

Val

375

Arg

Lys

Val

Asn

Gly

455

Leu

Ala

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

Val

Asn

440

Gly

His

Ala

Leu

Ala

345

Ala

Fro

Gly

425

Tyr

Glu

Cys

<223> Conjugado de fosfatasa alcalina soluble codificante

<400>7

38

Leu

330

Ala

Asp

Ser

Fhe

410

Gly

Gln

Asp

Val

Ile
490

Gln

Gly

His

Ile

385

Thr

Glu

Ala

Val

His

475

Gly

Glu

Ser

Ser
380

Fhe

Ala

Arg

Gln

Ala

460

Glu

Ala

Gly

Leu

Leu

365

His

Gly

Ile

Ser

145

Val

Gln

Asn

Gly

His

350

Val

Leu

Leu

Asn

430

Ala

Fhe

Asn

Leuw

Arg
335

Glu

Ser

Ala

Tyr

415

Val

Val

Ser

Tyr

Gly
495

Ile

Ala

Ser

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

Lys

Val

480

His



10

ggatccacca
ttagtgeocag
aaatatgcce
ctgggagatg
caccacaace
tccaagacgt
ctgtgtgagg
cggtgcaaca
gggaaatctg
tacgcccact
ageccaggget
atcatggggyg
agtgacgaga
agcttcaaac
cttgacceecc
gagctgaaca
cagatcotge
cacgggcacc
gocatogggc
gaccattceoo
ctggoccccocca
gggcctgget
cacaacaact
gacgtggcocg
aactacgtcc

gctccibgoca

tgatttcacc
agaaagagaa
tggagcttca
ggatgggtgt
ctggggagga
acaacaccaa
tgaaggccaa
ccacccagay
tgggcattgt
cggctgacoeg
gtaaggacat
gtggccggaa
aagccagggy
cgagatacaa
acaatgtgga
ggaacaacgt
ggasagaacocc
atgaaggaaa
aggcaggcaqg
acgtcttcac
tgctgagtga
acaaggtgqgt
accaggegea
tcttctccaa
cccacgtgat

gctocggatga

ES 2 687 786 T3

attettagta
agaccccaag
gaagctcaac
cteocacagtg
gaccaggctyg
tgcccaggtc
tgagggcacc
gaacgaggtc
gaccaccacy
ggactggtac
cgoctacocag
atacatgtac
cacgaggetyg
gcactoocac
ctacctattg
gacggaceocdg
caaaggottc
agccaagcag
cttgacctoo
atttggtgga
cacagacaag
gggcggtyaa
gtetgeotgty
gggceccatyg
gqgcgtatgea

cgacgatgat

<210>8
<211>512
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Conjugado de fosfatasa alcalina soluble

<400> 8

ctggocattyg
tactggcgag
accaacgtgg
acggctgooo
gagatggaca
cctgacagog
gtgggggtaa
acctccatcc
agagtgaacc
tcagacsacy
ctcatgcata
cccaagaata
gacggcctgg
ttcatctgga
ggtctctteg
Ecactctoeg
ttcttgetagg
gcecctgeatyg
tcggaagaca
tacacceocec
aagcccttca
cgagagaatyg
cococtgogeo
gogeacctge
goctgcateg

gacgatgatg

39

geacotgect
accaagcgca
ctaagaatgt
gcatcctcaa
agtitcccctt
ccggoacocgc
gogeagocac
tgcgeotggge
atgccaccco
agatgcocecoe
acatcaggga
aaactgatgt
acctcgttga
accgeoacgga
agccagggga
agatggtggt
tggaaggagyg
aggcggtgga
ctctgacegt
gtggcaactc
ctgocatoch
tctccatggt
acgagaccca
tgcacggogt
gggccaacct

acgactagte

tactaactce
agagacactyg
catcatgtte
gggtcagete
cgtggeoccote
caccgocctac
tgagocgttco
caaggacgct
cagogeocges
tgaggeocttg
cattgacgtyg
ggagtatgag
cacctggaag
actootgace
catgcagtac
ggtggocatc
cagaattgac
gatggaccgyg
ggtcactgeg
tatctttggt
gtatggcaat
ggactatgct
€g9g9cggggag
ccacgagcag
cggccactgt

taga

60

120

240
300
3a60
420
480
240
E00
860
Tz0
180
840
9400
280
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500

1554



Met

Ser

Asn

Leu

Thr

Gly

RAsn

145

Val

Ala

Fro

Ile

Leu

Gln

Val

50

Thr

Gly

Jer

Ala

Val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

Ser

Val

Glu

35

Ala

Val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

Val

Ile

Ala

Glu

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Ala

Ala

Thr

Val

His

180

Ala

Phe

Glu

Leu

A=n

Ala

Thr

g5

Tyr

Rla

Ser

3
o T
(S0

Ser

Leu
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Leu

Lys

Lys

Val

Arg

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

Val

Glu

Tyr

Ile

55

Arg

Leun

Thr

Cys

Glu

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Leu

Lys

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

120

Arg

ArTg

Arg

Arg

Gly

Ala

R=p

23

Leu

FPhe

Leu

Met

Ala

105

val

Ser

Tep

Val

Asp

185

Cys

40

Ile

10

Pro

Glu

Leu

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Ala

Asn

170

Trp

Lys

Gly

Lys

Leu

Gly

Gly

75

Lys

Val

Ala

Cys

Lys

155

His

Tyr

Asp

Thr
Tyr
Gln
Asp
60

Gln
Phe
Pro
Asn
Asn
140
ASp
Ala

Ser

Ile

Cys

Trp

Lys

45

Gly

Leu

Asp

Glu

125

Thr

Thr

Asp

Ala

Leu

Arg

Lew

Met

His

Phe

ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

190

Tvr

Thr

15

Asp

Asn

Gly

His

Va

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

Gln

Asn

Gln

Thr

Val

Asn

B0

Ala

Gly

Yal

Gly

Ser

L&D

Ala

Met

Leu



Met

Tyr

225

Lys

Lys

Thr

Leu

Arg

Asp

Val

Glu

Phe

385

Met

Asn

His

210

Met

Ala

Ser

Glu

Fhe

290

Asp

Lys

His

Glu

Asp

370

Gly

Leu

Gly

195

Asn

Tyr

Arg

Phe

Leu

275

Glu

Pro

Asn

Gly

Met

335

Thr

Gly

Ser

Pro

Ile

Pro

Gly

Lys

260

Leu

Pro

Ser

Pro

His

340

Asp

Leu

Tyr

Asp

Gly
420

Arg

Lys

Thr

245

Pro

Gly

Leu

Lys

325

His

Arg

Thr

Thr

Thr

405

Tyr

ES 2 687 786 T3

Asp

AsSn

230

Arg

Brg

Leu

Asp

Ser

310

Gly

Glu

Ala

Vval

Fro

380

Asp

Lys

Ile
215

Lys

Leu

Tyr

Asp

Met

295

Glu

Fhe

Gly

Ile

Val

375

Arg

Lys

Val

200

Asp

Thr

Asp

Lys

Fro |

2B0

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

Val

Val

Asp

Gly

His

2635

Tyr

Val

Leu

Ala

345

hla

Asn

Fro

Gly
425

41

Ile

Val

Leu

250

Ser

Asn

Glu

Val

Leu

330

Lys

Ala

Asp

Ser

Fha

4190

Gly

Met

Glu

235

Asp

His

Val

Leu

Val

315

Wal

Gly

His

Ile

305

Thr

Glu

Gly

220

Tyr

Leu

Fhe

Asp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Ser

Ser

380

Phe

Ala

Arg

205

Gly

Val

Ile

Tyr

285

Arg

Ile

Gly

Leu

Leu

365

His

Gly

ile

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

270

Leu

Asn

Gln

Gly

His

350

Thr

vVal

Leu

Leu

Asn
430

Arg

Asp

Thr

255

Asn

Leu

Asn

Ile

Arg

335

Glu

Ser

Fhe

Ala

Tyr

413

Val

Lys

Glu

240

Trp

Arg

Gly

Val

Leu

320

Ile

Ala

Ser

Thr

Pro

400

Gly

Ser



10

15

20

25

30

35

40

Met Wal Asp Tyr Ala

435

Leu Arg His Glu Thr

450

Gly Pro Met Ala His

465

Ala
485

Fro His Val Met

Ala Pro ARla Ser

200

Cys

<210>9
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>9
gatccgatga cgatgacgat gacgc

<210> 10
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 10
ggccgcegtcea tcgtcategt categ

<210>11
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 11
gatccgatga cgatgacgat gacgatgacg atgacgc

<210> 12
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

His

His

Leu

470

Tyr

Ser

ES 2 687 786 T3

Gln Ala Gln Ser Ala
445

Asn Asn Tyr
440

Gly Gly Glu
455

Azp Val Ala Val Phe
4e0

Val His Glu Gln Asn

475

Leu His Gly

Ile Gly Als Asn Leu
490

Ala Ala Cys

Asp Rsp Asp Asp Asp
510

hsp Asp Asp
205

42

Val

Ser

Tyr

Gly

495

bhsp

Pro

Lys

Val

4B0

His

Asp

25

25

37
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<400> 12
ggccgcgtca tcgtcategt catcgteatc gtcateg

<210>13
<211>55
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 13
gatccgatga cgatgacgat gacgatgacg atgacgatga cgatgacgat gacge

<210> 14
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 14
ggccgcegtca tcgtcatcgt catcgteate gtcatcgtea tcgtcatcgt catcg

<210> 15
<211>61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 15
gatccgatga cagtagtgag tcatctgaca gtggcagttc aagtgagagc gatggtgacg

c

<210> 16
<211>61
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 16
ggccgcgtea ccatcgctet cacttgaact gecactgtca gatgactcac tactgtcate

g

<210> 17
<211>52
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 17

43

37

55

55

60

61

60

61
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gatccgattc atctgaagag aaattttttgc gtagaattgg aagattcggt gc

<210> 18
<211>55
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 18
ggccgeaccg aatcticcaa ttctacgcaa aaatttctct tcagatgaat cg

<210> 19
<211>58
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 19
gatcctgtta tgaatcacat gaaagcatgg aatcttatga acttaatcce ttcattge

<210> 20
<211>58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 20

ggccgcaatg aagggattaa gttcataaga ttccatgctt tcatgtgatt cataacag

<210>21
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 21
gatcccagaa tgctgtgtee tctgaagaaa ccaatgactt taaage

<210> 22
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 22
ggccgctita aagtcattgg tttcttcaga ggacacagca ttctgg

<210> 23

<211> 64
<212> ADN

44

52

52

58

58

46

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 687 786 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 23
gatccggceag tagtgactca tccgaagaaa atggagatga cagttcagaa gaggaggagg

aagc

<210> 24
<211> 64
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 24
ggccgcttcc tectectett ctgaactgte atctccattt tettcggatg agtcactact

geeg

<210> 25
<211>61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 25
gatcccgcaa aggatictac aagagaaagc agtgcaaacc ttcccgtgge cgcaagegtg

c

<210> 26
<211>61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 26
ggccgceacgc ttgcggecac gggaaggttt geactgcttt ctettgtaga atectttgeg

g

<210> 27
<211>32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 27
agtcgggatc cggaacaagc agegtgttct ac

45

60

64

60

64

60

61

60

61

32
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<210> 28
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 28
agatcgcggc cgctcaattg tgcacggtgt gattaaagg 39

<210> 29
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 29
ccggagatga cgatgacgat gacgatgacg atgact 36

<210> 30
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 30
tctactgcta ctgctactgce tactgctact gaggcc 36

<210> 31
<211>18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de MEPE

<400> 31
Asp Asp Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ser Gly Ser Ser Ser Glu Ser Asp
1 5 10 15

Gly Asp

<210> 32
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de estaterina

<400> 32

Asp Ser Ser Glu Glu Lys Phe Leu Arg Arg Ile Gly Arg Phe Gly
1 3 10 15

46
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<210> 33
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de MGP

<400> 33
Cys Tyr Glu Ser His Glu Ser Met Glu Ser Tyr Glu Leu Asn Pro Phe
1 5 10 15

Ile

<210> 34
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de OPN

<400> 34

Gin Asn Ala Val Ser Ser Glu Glu Thr Asn Asp Phe Lys
1 5 10

<210> 35
<211>18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de BSP2

<400> 35

Gly Ser Ser Asp Ser Ser Glu Glu Asn Gly Asp Asp Ser Ser Glu Glu
1 5 10 15

Glu Glu

<210> 36
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento humano de IGFBP5

<400> 36

Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg Lys Gln Cys Lys Pro Ser Arg Gly Arg
1 5 10 15

Lys Arg

<210> 37
<211> 151
<212> PRT

a7



ES 2 687 786 T3

<213> Atrtificial
<220>
<223> Dominio de unién a colageno de adhesina de colageno de staphilococcus aureus M81736
<400> 37
Gly Thr Ser Ser Val Phe Tyr Tyr Lys Thr Gly Asp Met Leu Pro Glu
1 5 10 15

Asp Thr Thr His Val Arg Trp Phe Leu Asn Ile Asn Asn Glu Lys Ser
20 25 kL]

Tyr Val Ser Lys Asp Ile Thr Ile Lys Asp Gln Ile Gln Gly Gly Gln
35 40 45

Gln Leu Asp Leu Ser Thr Leu Asn Ile Asn Val Thr Gly Thr His Ser

Asn Tyr Tyr Ser Gly Gln Ser Ala Ile Thr Asp Phe Glu Lys Ala Phe
65 70 75 B0

Pro Gly Ser Lys Ile Thr Val Asp Asn Thr Lys Asn Thr Ile Asp Val
B85 ED] 95

Thr Ile Pro Gln Gly Tyr Gly Ser Tyr Asn Ser Phe Ser Ile Asn Tyr
100 105 110

Lys Thr Lys Ile Thr Asn Glu Gln Gln Lys Glu Phe Val Asn Bsn Ser
115 120 125

Gln Ala Trp Tyr Gln Glu His Gly Lys Glu Glu Val Asn Gly Lys Ser
130 135 140

Phe Asn His Thr Val His Asn
145 150

<210> 38
<211>41
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
15 <223> Cebador de oligonucleottidos

<400> 38
cagtcaaggt ctcttatccg gaagtctcca agctaaacag g

20 <210>39

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

25 <220>

<223> Cebador de oligonucledétidos

<400> 39

48
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ctgtttagct tggagacttc cggataagag accttgactg g

<210> 40
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétidos

<400> 40
gataaagcag gtcttggggt gcacc

<210> 41
<211>25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador de oligonucledtidos

<400> 41
gttggcatct gtcacgggct tgtgg

<210> 42
<211>32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleotidos

<400> 42
tggatccacc atgatttcac cattcttagt ac

<210> 43
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de oligonuclettidos

<400> 43
ttctagacta cgagctggca ggagcacagt ggecg

<210> 44
<211> 65
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétidos

<400> 44
ttctagacta gtcgtcatca tcgtcatcat cgtcgtcatc cgagctggca ggagcacagt

ggceceg

49

41

25

25

32

35

60

65
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a. Un polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos como se presenta en la SEQ ID NO: 7;

b. Un polinucleétido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se presenta
enla SEQ ID NO: §;

c. Una secuencia de nucleétidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleétidos
ena)ob);y

d. Una secuencia de nucleétidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de
nucleétidos en c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridacion e hibridaciéon en 6 x SSC, 5
x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmdn fragmentado desnaturalizado a
68 °C; y lavados en 2 x SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2 x SSCy SDS al 0,1 % a
temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1 x SSC y SDS al 0,5 % a 65 °C tres veces durante 5 min; donde dicha
molécula de acido nucleico codifica una fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una
secuencia de poliaspartato Dn, donde n=10 a 16.

2. Una molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende una
secuencia de polinucledtidos codificante de la fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una
secuencia de poliaspartato D1o(SALP- D1g).

3. Un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos aislada de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2.

4. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector recombinante de acuerdo con la
reivindicacion 3.

5. El vector recombinante de acuerdo con la reivindicacion 3, que es pCDNA3-RSV-sALP-D1o-NEO,
donde dicho sALP-D1, tiene la secuencia de nucleétidos como se presenta en SEQ ID NO: 7.

6. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector recombinante de la reivindicacion 5,
donde la célula hospedadora es una célula HEK293.

7. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el polipéptido en b) es
la fosfatasa alcalina soluble que comprende en el extremo C una secuencia de poliaspartato D1o(SALP-D1o).

8. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde la fosfatasa alcalina
soluble activa disminuye los niveles de PPi extracelulares.

9. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde la fosfatasa alcalina
soluble activa es una fosfatasa alcalina biol6gicamente activa.

50
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atggaagcagaaacagggagcagcgtggagactggaaagaaggccaacagaggcac
tcgaattgccctggtecgtgtttgtectgacagtgatcgetcaacaaacaaccagtce
aaggtctcttatccggagatgacgatgacgatgacgatgacgatgactccecggaagdgt
ctccaagctaaacaggagtactgcctgaagccagaatgcatcgaagcecggetgctge
catcttaagtaaagtaaatctgtctgtggatccttgtgataatttctteecggttcg
cttgtgatggctggataagcaataatccaattcccgaagatatgccaagctatggg
gtttatccttggctgagacataatgttgacctcaagttgaaggaacttttggagaa
atcaatcagtagaaggcgggacaccgaagccatacagaaagccaaaatcecctttatt
catcctgcatgaatgagaaagcgattgaaaaagcagatgccaagccactgectacac
atcctacggcattcacctttcecgectggeccegtgecttgaatctaatattggecctga
aggggtttggtcagagagaaagttcagccttctgecagacacttgcaacgtttegtyg
gtcaatacagcaattctgtgttcatccgtttgtatgtgtcccctgatgacaaagcea
tccaatgaacatatcttgaagctggaccaagcaacactctcecctggecgtgaggga
agactaccttgataacagtacagaagccaagtcttatcgggatgccctttacaagt
tcatggtggatactgccecgtgecttttaggagctaacagtteccagagcagagecatgac
atgaagtcagtgctcagattggaaattaagatagctgagataatgattccacatga
aaaccgaaccagcgaggccatgtacaacaaaatgaacatttctgaactgagtgcecta
tgattccccagttcgactggctgggctacatcaagaaggtcattgacaccagactc
tacccccatctgaaagacatcagcecccteccgagaatgtggtggteccgegtecegea
gtactttaaagatttgtttaggatattagggtctgagagaaagaagaccattgcca
actatttggtgtggagaatggtttattccagaattccaaaccttagcaggcgcttt
cagtatagatggctggaattctcaagggtaatccaggggaccacaactttgctgec
tcaatgggacaaatgtgtaaactttattgaaagtgcccteccttatgttgttggaa
agatgtttgtagatgtgtacttccaggaagataagaaggaaatgatggaggaattg
gttgagggcgttcgctgggcecctttattgacatgctagagaaagaaaatgagtggat
ggatgcaggaacgaaaaggaaagccaaagaaaaggcgagagectgttttggcaaaag
ttggctatccagagtttataatgaatgatactcatgttaatgaagacctcaaagct
atcaagttttcagaagccgactactttggcaacgtcctacaaactcecgcaagtattt
agcacagtctgatttcttctggctaagaaaagccgttccaaaaacagagtggttta
caaatccgacgactgtcaatgccttctacagtgcatccaccaaccagatccgattt
ccagcaggagagctccagaagcecctttecttttggggaacagaatatcctecgatcectcet
gagttatggtgctataggagtaattgtcggacatgaatttacacatggatttgata
ataatggtagaaaatatgataaaaatggaaacctggatccttggtggtctactgaa
tcagaagaaaagtttaaggaaaaaacaaaatgcatgattaaccagtatagcaacta
ttattggaagaaagctggcttaaatgtcaaggggaagaggaccctgggagaaaata
ttgctgataatggaggcctgcgggaagcttttagggcttacaggaaatggataaat
gacagaaggcagggacttgaggagcctcttctaccaggcatcacattcaccaacaa
ccagctcttcttcctgagttatgctcatgtgaggtgcaattcctacagaccagaag
ctgcccgagaacaagtccaaattggtgctcacagtceccecctcagtttagggtcaat
ggtgcaattagtaactttgaagaattccagaaagcttttaactgtccacccaattc
cacgatgaacagaggcatggactcctgceccgactctggtag
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SEEKFKEKTKCMINQYSNYYWKKAGLNVKGKRTLGENIADNGGLREAFRAYRKWIN
DRRQGLEEPLLPGITFTNNQLFFLSYAHVRCNSYRPEAAREQVQIGAHSPPQFRVN
GAISNFEEFQKAFNCPPNSTMNRGMDSCRLW
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FDWLGYIKKVIDTRLYPHLKDISPSENVVVRVPQYFKDLFRILGSERKKTIANYLV
WRMVYSRIPNLSRRFQYRWLEFSRVIQGTTTLLPQWDKCVNFIESALPYVVGKMFEFV
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EFIMNDTHVNEDLKAIKFSEADYFGNVLQTRKYLAQSDFFWLRKAVPKTEWFTNPT
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Construccion de Actividad especifica Representacion esquematica
proteina (UAF/seg/ug)
1 sPHEX 12,3 SLQAK...
L] |

2 Fe-sPHEX 5,75 TSDKTH.y SLQAK...

-m ]
3 PCDNA3-RSV-NLI N/A SVSLOARK...

furina-sPHEX S . ]

4 Dy esPHEX 12,0 SGDDDDDDDDDDSGSLQAK...

I I . J
5 DgsPHEX 8,55 SDDDDDDYVSLQAK...

[ NN J

[] : Representa el dominio transmembrana mutado de PHEX

I : Representa el péptido sefial de IgG1 humano

R Representa la bisagra de dominios de cadena pesada de IgG1 humano, CH2 y CH3
: Secuencia de extremo N 1 con el sitio de escision de furina (RTVVKR|SV).

| : Sitio de escision de furina

l Sitio de escision de sefial de peptidasa
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