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DESCRIPCIÓN 
 
Conjugados para administración ósea y procedimiento de uso de estos para dirigir proteínas al hueso 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
La presente invención se refiere a ácidos nucleicos codificantes de conjugados para administración ósea. 
 
Se describen composiciones para administración ósea que comprenden motivos peptídicos, modificados dentro de 
la estructura de una proteína a través de tecnología de ADN recombinante para promover la unión a la matriz ósea. 10 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 
Los avances tecnológicos en biología molecular, la producción de proteínas recombinantes y la purificación de 
proteínas a gran escala han permitido la producción de grandes cantidades de proteínas que ahora se utilizan como 15 
productos biofarmacéuticos. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales y las formas solubles del receptor TNF-α 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 proteína recombinante es la terapia de reemplazo enzimático (ERT). La 
ERT se ha utilizado para tratar enfermedades de almacenamiento lisosómico. Este grupo de trastornos genéticos se 
caracteriza por la pérdida de la función de las enzimas lisosómicas, lo que produce patologías somáticas, y a veces 20 
neuronales, graves. En la ERT para estas enfermedades, los pacientes reciben una infusión con grandes dosis de 
enzimas normales. Estas enzimas infundidas después se interiorizan desde la circulación a través de los receptores 
de la superficie celular (receptor de manosa-6 fosfato) e ingresan en la vía endocítica en el camino hacia el sitio de 
acción, el lisosoma. No todos los intentos de tratar los trastornos genéticos a través de la ERT han resultado 
exitosos. 25 
 
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 más grave de la enfermedad. Las formas más leves son más frecuentes. En 
este defecto del metabolismo innato, las mutaciones inactivan el gen que codifica la isoenzima no específica del 
tejido de la fosfatasa alcalina. Se caracteriza bioquímicamente por una actividad subnormal de la fosfatasa alcalina 30 
en suero. La deficiencia de fosfatasa alcalina en los osteoblastos y condrocitos deteriora la mineralización 
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 más suave que solo 35 
presenta la pérdida prematura de los dientes. Los bebés y los niños gravemente afectados heredan la hipofosfatasia 
como un rasgo autosómico recesivo. Existen cuatro formas principales de la enfermedad: perinatal, infantil, de la 
niñez y adulta. La hipofosfatasia perinatal se manifiesta durante la gestación y la mayoría de los recién nacidos 
afectados sobreviven por poco tiempo. La hipofosfatasia infantil se manifiesta clínicamente antes de los 6 meses de 
edad. Aproximadamente el 50 % de los pacientes muere en un año. La hipofosfatasia de la niñez varía 40 
enormemente en cuanto a la gravedad, pero la mayoría de estos pacientes sufrirán síntomas esqueléticos a lo largo 
de su vida. La hipofosfatasia en adultos aparece durante la mediana edad, con síntomas tales como fracturas 
dolorosas por esfuerzos recurrentes que tienen una curación deficiente. 
 
Los osteoblastos y los condrocitos son normalmente ricos en fosfatasa alcalina no específica del tejido donde se 45 
adhiere a la superficie celular. En la hipofosfatasia, la falta de actividad de la fosfatasa alcalina provoca la 
acumulación extracelular de tres compuestos de fósforo que se cree que son sustratos de la enzima: 
fosfoetanolamina (PEA), pirofosfato inorgánico (PPi) y piridoxal 5'-fosfato (PLP). El PPi es un inhibidor del 
crecimiento de cristales de hidroxiapatita, y la acumulación de PPi en la enfermedad explica el deterioro de la 
mineralización esquelética. En consecuencia, el suministro de enzimas activas a los pacientes que sufren de 50 
hipofosfatasia disminuye los niveles de PPi extracelular y mejora la mineralización 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 circulación sino en el esqueleto mismo. Esta hipótesis se confirmó recientemente 55 
por el trasplante de médula ósea. Lamentablemente, los beneficios del trasplante solo duraron un período corto 
debido a un injerto deficiente. 
 
Por lo tanto, es necesario proporcionar un enfoque de terapia de reemplazo enzimático para proporcionar enzimas 
activas al esqueleto de los pacientes que sufren hipofosfatasia. 60 
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Las proteínas dirigidas a los huesos podrían ser útiles no solo para el tratamiento o la prevención de la 
hipofosfatasia (pérdida de la función de la fosfatasa alcalina), sino también para el tratamiento o la prevención de 
otras enfermedades genéticas caracterizadas por una actividad enzimática defectuosa implicada en el metabolismo 
óseo, tal como raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH) (pérdida de la función del gen regulador del fosfato con 5 
homología a endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX)). 
 
El XLH es la más prevalente de las hipofosfatemias familiares (OMIM 307800, 307810). Se caracteriza por una 
reducción de la reabsorción de fosfato en el riñón, hipofosfatemia, normocalcemia, niveles plasmáticos de 1,25-
dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D, calcitriol) de normales a bajos, función normal de la glándula paratiroides y 10 
actividad elevada de la fosfatasa alcalina plasmática. Estos cambios están asociados con el retraso del crecimiento, 
la deformidad de las extremidades inferiores, la evidencia radiológica e histomorfométrica del raquitismo y la 
osteomalacia. Esta enfermedad parece ser el resultado de la combinación de defectos renales en la reabsorción de 
fosfato tubular y el metabolismo de la vitamina D, así como un trastorno funcional en los huesos y los dientes. El 
XLH es el resultado de la inactivación de mutaciones en el gen PHEX, un miembro de la familia de la 15 
metalopeptidasa de zinc de las glicoproteínas de membrana integral tipo II. Estas mutaciones impiden la expresión 
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 suplementación con complementos de fosfato inorgánico (Pi) orales en cuatro o 
cinco dosis divididas por día, y la coadministración de 1,25(OH)2D para compensar la síntesis inadecuada de 
1,25(OH)2D. Estas altas dosis de fosfato con frecuencia provocan intolerancias gastrointestinales, particularmente 20 
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 paratiroidectomía) 
mientras que, por otro, la administración de un exceso de 1,25(OH)2D puede provocar hipercalciuria, hipercalcemia 
y nefrocalcinosis. 
 25 
Por lo tanto, la ERT útil para el XLH trataría de reemplazar la enzima PHEX defectuosa en pacientes con XLH por 
una enzima funcional obtenida a través de tecnología de ADN recombinante. Como la enzima PHEX normal está 
anclada en la membrana plasmática de los osteoblastos por un péptido hidrofóbico, 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 diseñó y se produjo una forma soluble de PHEX recombinante (o sPHEX) en cultivos celulares, se 30 
purificó y se formuló para administración intravenosa (IV) (WO 00/50580). sPHEX se inyectó posteriormente en 
ratones Hyp, un modelo de ratón para el XLH, tal como se describe en la solicitud estadounidense pendiente de 
aprobación n.º 10/362.259. Se observó una mejora de diversos parámetros séricos relacionados con el hueso, 
incluida una reducción de los niveles anormalmente altos de fosfatasa alcalina sérica. Aunque estos experimentos 
fueron exitosos, se creyó que la eficacia del sPHEX terapéutico podría aumentar si la proteína recombinante se 35 
modificaba para promover su unión a los minerales óseos. 
 
Por lo tanto, se necesitan medios para dirigir con éxito las proteínas a la matriz ósea. 
 
Se sabe que los bifosfonatos presentan una unión de afinidad alta con la hidroxiapatita (HA), y se han utilizado para 40 
dirigir moléculas pequeñas (4) y proteínas (5) a los huesos. Sin embargo, esta estrategia requiere modificaciones 
químicas de las proteínas purificadas y presenta varias desventajas, entre ellas una posible interferencia con la 
actividad de las proteínas y etapas de purificación adicionales. 
 
Otra estrategia para dirigir moléculas pequeñas a los huesos ha sido conjugar estas entidades con péptidos ácidos 45 
como el poli-Asp (6). Esta estrategia se desarrolló tras la observación de que diversas proteínas sintetizadas por 
osteoblastos, las células formadoras de huesos, se unen a la matriz ósea a través de secuencias particularmente 
ricas en residuos de aminoácidos ácidos (Asp y Glu). Este es el caso de la osteopontina (7) y la sialoproteína ósea, 
dos proteínas no colagenosas. Por lo tanto, se utilizaron péptidos ácidos (E2-10 y D2-10) para dirigir moléculas 
pequeñas (es decir, metotrexato, FITC, Fmoc, biotina, estradiol) a la hidroxiapatita in vitro. Se utilizaron péptidos 50 
ácidos (E6 y D6-10) para dirigir moléculas pequeñas (es decir, FITC, Fmoc, estradiol) a la hidroxiapatita in vivo. Por 
último, se demostró que E6 confiere a BSA, hemoglobina y IgG la capacidad de unirse a la hidroxiapatita in vitro. En 
todos los casos anteriores, la unión de la secuencia ácida se realizó químicamente. 
 
WO 98/35703 A2describe procedimientos y composiciones para la administración de agentes terapéuticos, que 55 
incluyen proteínas, al tejido óseo empleando conjugados de oligómeros peptídicos cargados negativamente. 
 
Oda K y col. (1999; Journal of Biochemistry 126(2): 694-699) describe la purificación de una forma soluble de 
fosfatasa alcalina no específica de tejidos humanos (TNSALP). 
 60 
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La presente invención busca abordar estas y otras necesidades. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN: 
 
La presente invención muestra que las moléculas grandes y complejas, como las proteínas, pueden fusionarse con 5 
péptidos ácidos para dirigirse con éxito al hueso in vivo. 
 
La presente invención se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de 
polinucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 
 10 
a. un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos como se presenta en la SEQ ID NO: 7; 
 
b. un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos como se presenta 
en la SEQ ID NO: 8; 
 15 
c. una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleótidos en 
a) o b); y 
 
d. una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de 
nucleótidos en c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridación e hibridación en 6 x SSC, 5 20 
x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmón fragmentado desnaturalizado a 
68 ºC; y lavados en 2 x SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2 x SSC y SDS al 0,1 % a 
temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1 x SSC y SDS al 0,5 % a 65 ºC tres veces durante 5 min; donde dicha 
molécula de ácido nucleico codifica una fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una 
secuencia de poliaspartato Dn, donde n=10 a 16. 25 
 
Se describe un conjugado para administración ósea que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste 
en: A) X-Dn-Y-proteína-Z; y B) Z-proteína-Y-Dn-X, donde X está ausente o es una secuencia de aminoácidos de al 
menos un aminoácido; Y está ausente o es una secuencia de aminoácidos de al menos un aminoácido; Z está 
ausente o es una secuencia de aminoácidos de al menos un aminoácido; y Dn es un poli aspartato donde n = 10 a 30 
16. También se describe que la proteína en el conjugado para administración ósea es un gen regulador de fosfato 
soluble con homología 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 aminoácidos 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 35 
a 749 de la figura 10. 
 
Se describe que, en estos conjugados para administración ósea, n es 10. Además, 
se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 11. Además, 
se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 12. Además, 40 
se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 13. Además, 
se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 14. Además, se describe que, en este conjugado 
para administración ósea, n es 15. Además, se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 16. 
 
Además, se describe que el sPHEX consiste en la secuencia de aminoácidos 46 a 749 de la figura 10 y n=10. 45 
 
Se describe que la proteína en el conjugado es una fosfatasa alcalina soluble (sALP). 
 
Se describe que la estructura del conjugado es: Z-sALP-X-Dn-Y. 
 50 
Se describe que sALP está codificado por la secuencia como se presenta en la figura 16A. Además, se describe que 
sALP tiene la secuencia como se presenta en la figura 16B. Se describe que, en estos conjugados para 
administración ósea, n es 10. Se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 11. Se describe 
que, en este conjugado para administración ósea, n es 12. Se describe que, en este conjugado para administración 
ósea, n es 13. Se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 14. Se describe que, en este 55 
conjugado para administración ósea, n es 15. Se describe que, en este conjugado para administración ósea, n es 
16. Además, se describe que n=10. 
 
Se describe una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleótidos seleccionada 
del grupo que consiste en: un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de 60 
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aminoácidos como se presenta en la figura 8; un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una 
secuencia de aminoácidos como se presenta en la figura 11; un polinucleótido que comprende la secuencia de 
nucleótidos como se presenta en la figura 7; una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con 
cualquiera de las secuencias de nucleótidos en (a), (b) o (c); y una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar 
en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las secuencias de nucleótidos en (a), (b), (c) o (d), donde 5 
las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridación e hibridación en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, 
SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmón fragmentado desnaturalizado a 68 ºC; 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 ºC tres veces durante 5 minutos. 
 10 
También se proporciona un vector recombinante que comprende dicha secuencia. También se proporciona una 
célula hospedadora recombinante que comprende dicho vector. 
 
La invención se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos como se 15 
presenta en la figura 17A; un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de 
aminoácidos como se presenta en la figura 17B; una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con 
cualquiera de las secuencias de nucleótidos en (a) o (b); y una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en 
condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de nucleótidos en (c), donde las condiciones de rigurosidad alta 
comprenden: prehibridación e hibridación en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de 20 
esperma de salmón fragmentado desnaturalizado a 68 ºC; 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 ºC tres veces durante 5 minutos; donde dicha molécula de ácido nucleico codifica una fosfatasa 
alcalina soluble fisiológicamente activa que comprende en el extremo C una secuencia de poliaspartato Dn, donde n 
= 10 a 16. 25 
 
También se describe una molécula de ácido nucleico aislada codificante de PHEX soluble funcional que comprende 
una secuencia de polinucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: un polinucleótido codificante de un 
sPHEX que comprende los aminoácidos 54 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucleótido codificante de 
un sPHEX que comprende los aminoácidos 53 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucleótido codificante 30 
de un sPHEX que comprende los aminoácidos 52 a 749 como se presenta en la figura 10; un polinucleótido 
codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 51 a 749 como se presenta en la figura 10; un 
polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 50 a 749 como se presenta en la figura 10; 
un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 49 a 749 como se presenta en la figura 
10; un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 48 a 749 como se presenta en la 35 
figura 10; un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 47 a 749 como se presenta en 
la figura 10; un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 46 a 749 como se presenta 
en la figura 10; una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de 
nucleótidos en (a) a (i); y una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada 
con cualquiera de las secuencias de nucleótidos en (a) a (j), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: 40 
prehibridación e hibridación en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de 
salmón fragmentado desnaturalizado a 68 ºC; 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 ºC 
tres veces durante 5 minutos. Además, se describe que la molécula de ácido nucleico aislada además comprende 
en su extremo 5', un polinucleótido codificante de un poli-aspartato seleccionado del grupo que consiste en D10 a 45 
D16. 
 
También se describe un polipéptido de sPHEX aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en: aminoácidos 54 a 749 como se presenta en la figura 10; aminoácidos 53 a 749 como se presenta en la 
figura 10; aminoácidos 52 a 749 como se presenta en la figura 10; aminoácidos 51 a 749 como se presenta en la 50 
figura 10; aminoácidos 50 a 749 como se presenta en la figura 10; aminoácidos 49 a 749 como se presenta en la 
figura 10; aminoácidos 48 a 749 como se presenta en la figura 10; aminoácidos 47 a 749 como se presenta en la 
figura 10; y aminoácidos 46 a 749 como se presenta en la figura 10. 
 
Se describe una composición para administración ósea que comprende un conjugado para administración ósea y un 55 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
También se describe un procedimiento para administrar una proteína a tejido óseo de un mamífero que comprende 
administrar a dicho mamífero una cantidad efectiva de un conjugado para administración ósea tal como se describió. 
 60 
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También se describe un procedimiento para administrar sPHEX a tejido óseo de un mamífero que comprende 
administrar a dicho mamífero una cantidad efectiva de un conjugado para administración ósea. 
 
También se describe un procedimiento para administrar ALP a tejido óseo de un mamífero que lo necesita que 
comprende administrar a dicho mamífero una cantidad efectiva de un conjugado para administración ósea. 5 
 
También se describe un procedimiento para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo 
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homología para 
las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX) que comprende administrar a un mamífero que lo necesita un 
conjugado, donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo farmacéuticamente aceptable. Se describe que la 10 
afección o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH). 
 
Se describe un procedimiento para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo caracterizado 
por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional que comprende administrar a un mamífero 
que lo necesita un conjugado, donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo farmacéuticamente aceptable. Se 15 
describe que la afección o la enfermedad es hipofosfatasia. 
 
Se describe un conjugado para administración ósea para administrar una proteína al tejido óseo de un mamífero. 
 
Se describe un uso de un conjugado para administración ósea para tratar una afección o enfermedad relacionada 20 
con un defecto óseo caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional 
con homología para las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX), donde dicho conjugado se encuentra en un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
También se describe un uso de un conjugado para administración ósea en la fabricación de un medicamento para 25 
tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo caracterizado por una falta de o una cantidad 
insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homología para las endopeptidasas en el cromosoma X 
(PHEX). Se describe que la afección o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH). 
 
También se describe un uso de un conjugado para administración ósea para tratar una afección o enfermedad 30 
relacionada con un defecto óseo caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina 
funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
También se describe un uso de un conjugado para administración ósea de la presente invención en la fabricación de 
un medicamento para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo caracterizado por una falta 35 
de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. Se describe que la afección o la enfermedad es hipofosfatasia. 
 
También se describe un procedimiento para evaluar péptidos para uso en un conjugado de proteína-péptido para 
administración ósea que comprende las etapas de: fusionar un péptido candidato con una proteína indicadora para 40 
formar un conjugado de proteína-péptido; poner en contacto el conjugado con tejido óseo o la fase mineral del 
hueso; y donde el péptido candidato se selecciona cuando la presencia de la proteína indicadora en el tejido óseo 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 administración ósea de una proteína fusionada a un péptido seleccionado del grupo 45 
que consiste en deca-aspartato (D10) a hexadeca-aspartato (D16). 
 
Se describe que 
 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D10. Se describe que 50 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D11. Se describe que 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D12. Se describe que 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D13. Se describe que 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D14. Se describe que 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D15. Se describe que 55 
el sPHEX está fusionado en su extremo N a D16, 
 
Se describe que en los conjugados 
 
el sALP está fusionado en el extremo C a D10. Se describe que 60 
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el sALP está fusionado en el extremo C a D11. Se describe que 
el sALP está fusionado en el extremo C a D12. Se describe que 
el sALP está fusionado en el extremo C a D13. Se describe que 
el sALP está fusionado en el extremo C a D14. Se describe que 
el sALP está fusionado en el extremo C a D15. Se describe que 5 
el sALP está fusionado en el extremo C a D16. 
 
sPHEX 
 
Tal como se usa en la presente, sPHEX significa cualquier fragmento biológicamente activo soluble de PHEX o 10 
muteína de este. Los expertos en la técnica pueden preparar construcciones de expresión diferentes de las que se 
describen expresamente en la presente para la producción óptima de sPHEX en líneas celulares adecuadas 
transfectadas con este. Además, los expertos pueden diseñar fragmentos de ADNc codificantes de fragmentos 
biológicamente activos adecuados y muteínas de PHEX de origen natural que poseen la misma actividad biológica o 
similar que la enzima de longitud completa de origen natural. 15 
 
Para crear una fuente recombinante para sPHEX, se puede construir y evaluar una amplia serie de vectores de 
expresión en cuanto a la expresión de un ADNc de PHEX. Basándose en los experimentos de transfección 
transitoria, así como en las transfecciones estables, se puede identificar una construcción de expresión que 
proporcione un nivel particularmente alto de expresión. 20 
 
Se describe cualquier sPHEX que comprende al menos una porción de ectodominio de PHEX natural que comienza 
con la cisteína en la posición 54 de la secuencia presentada en la figura 10. 
 
Los conjugados invención por lo tanto son cualquier sPHEX que comprende este fragmento de 54-749 del PHEX 25 
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. 
 30 
El conjugado además puede comprender opcionalmente uno o más aminoácidos adicionales 1) corriente arriba del 
poli-aspartato; y/o 2) entre el poli-aspartato y el fragmento natural o el equivalente funcional. Estos aminoácidos 
pueden ser cualquier aminoácido. Se pueden seleccionar de forma independiente del grupo que consiste en 
cualquier aminoácido excepto la cisteína, la prolina y el triptofano, a saber, los aminoácidos que se sabe que 
inducen la formación de enlaces disulfuro o cambios en la conformación. 35 
 
Estos aminoácidos pueden estar presentes en el conjugado cuando, por ejemplo, la estrategia de clonación utilizada 
para producirlo los introduce en estas ubicaciones. 
 
De acuerdo con las estrategias de clonación específicas, los aminoácidos ubicados corriente arriba del poli-aspartato 40 
en el PHEX escindible recombinante se pueden seleccionar de acuerdo con parámetros conocidos para 
proporcionar un sustrato adecuado para enzimas específicas de la vía de secreción (p. ej., furina o peptidasa señal) 
de la célula hospedadora que se utilizará para escindir los PHEXs escindibles recombinantes producidos en un 
sPHEX dirigido a huesos secretado. La probabilidad de que una secuencia diseñada sea escindida por la peptidasa 
señal de la célula hospedadora se puede predecir mediante un algoritmo informático apropiado como el descrito 45 
enBendtsen y col. (J Mol Biol. 16 de julio de 2004;340(4):783-95) y que está disponible en la Web en 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ que considera parámetros incluidos los siguientes: los aminoácidos en la 
posición -3 y -1 del sitio de escisión por la peptidasa señal tienen de forma deseable cadenas laterales pequeñas y 
no cargadas. Preferentemente, en la posición -1: Ala, Ser, Gly, Cys, Thr y, a veces, Gln, Pro y Leu. De forma similar, 
aquellos en la posición -3, deben ser preferentemente: Ala, Ser, Gly, Cys, Thr, Ile, Leu, Val. Además, los 50 
aminoácidos en la posición -6 y -4 del sitio de escisión son de forma deseable aquellos capaces de inducir la 
formación de residuos de giro beta (tal como Pro). 
 
Se describen conjugados que comprenden aminoácidos adicionales que se pueden seleccionar basándose en la 
estrategia de clonación utilizada para producir un PHEX recombinante escindible. Por lo tanto, el PHEX 55 
recombinante escindible descrito en los ejemplos 3 y 4 abajo contiene dichos aminoácidos adicionales corriente 
arriba del poli-aspartato y entre el poli-aspartato y la secuencia de ectodominio natural. Además, se describe un 
conjugado que comprende la secPHEX descrita en la solicitud copendiente n.ºWO 02/15918preparada mediante la 
fusión del fragmento de extremo N NL-1 que comprende un sitio de furina para el ectodominio natural de PHEX con 
el vector pCDNA3/RSV/NL-1-PHEX, y un secPHEX que comprende un fragmento de inmunoglobulina en el extremo 60 
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N. Más específicamente, la figura 12 presenta esquemáticamente la estructura de secPHEXs que comprenden 
aminoácidos adicionales corriente arriba del fragmento del ectodominio de 46-749 PHEX natural. Las construcciones 
n.º 1 a 3 y 5 se pueden fusionar a un poli-aspartato y utilizarse como conjugados. 
 
La construcción n.º 4 constituye un conjugado: comprende un poli-aspartato D10 y un fragmento de ectodominio 5 
natural. 
 
Los conjugados también abarcan adicionalmente sPHEXs que comprenden eliminaciones en el extremo C que no 
afectan su actividad enzimática. 
 10 
Además, se describen conjugados donde el poli-aspartato estaría unido en el extremo C del fragmento de 
ectodominio de PHEX natural. 
 
sALP 
 15 
ALP es una proteína unida a membrana anclada a través de un glicolípido a su extremo C. Este anclaje de 
glicolípido (GPI) se agrega postraduccionalmente después de la eliminación de un extremo C hidrofóbico que actúa 
como anclaje de membrana transicional y como una señal para el agregado de GPI. Por lo tanto, el sALP utilizado 
en el ejemplo 6 en la presente está constituido por un ALP donde el primer aminoácido de la secuencia de extremo 
C hidrofóbica, a saber, alanina, es reemplazado por un codón de parada. El ALP soluble formado de este modo 20 
contiene todos los aminoácidos 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 D10 a D16 fusionado inmediatamente corriente abajo de este fragmento. 
 25 
El conjugado además puede comprender opcionalmente uno o más aminoácidos 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 clonación utilizada para producir el conjugado de direccionamiento óseo 
introduce aminoácidos exógenos en estas ubicaciones. Sin embargo, los aminoácidos exógenos se deben 
seleccionar de modo que no proporcionen un sitio de transaminación adicional. La probabilidad de que una 30 
secuencia diseñada sea escindida por la transaminasa de la célula hospedadora se puede predecir según lo descrito 
porIkezawa (Biol Pharm. Bull. 2002, 25(4) 409-417). 
 
Los conjugados descritos también abarcan adicionalmente sALPs que comprenden eliminaciones en el extremo N 
que no afectan su actividad enzimática. 35 
 
Además, se describen conjugados donde el poli-aspartato estaría unido en el extremo N del fragmento anclado a 
ALP natural o su fragmento biológicamente activo. 
 
El término "proteína recombinante" se utiliza en la presente para hacer referencia a una proteína codificada por un 40 
ácido nucleico manipulado genéticamente insertado en una célula hospedadora procariota o eucariota. El ácido 
nucleico se ubica generalmente dentro de un vector, tal como un plásmido o un virus, según 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 comprenderá que se puede usar una serie de 
otros hospedadores para producir proteínas recombinantes de acuerdo con los procedimientos que son rutina en la 45 
técnica. Se describen procedimientos representativos enManiatis y col. Cold Springs Harbor Laboratory (1989). 
"Proteína escindible recombinante", según se usa en la presente, se refiere a una proteína recombinante que se 
puede escindir por una enzima del hospedador para producir una proteína secretada/soluble. I 
 
El término "fragmento de ectodominio" significa en la presente, cuando se utiliza con relación a PHEX, el fragmento 50 
de PHEX que se ubica fuera de la membrana celular cuando se encuentra en su forma natural. 
 
La expresión "tejido óseo" se utiliza en la presente para referirse a un tejido sintetizado por osteoblastos compuesto 
por una matriz orgánica que contiene mayoritariamente colágeno y mineralizada por el depósito de cristales de 
hidroxiapatita. 55 
 
Las proteínas de fusión comprendidas por los conjugados para administración ósea son útiles para el tratamiento 
terapéutico de las afecciones de defectos óseos porque proporcionan una cantidad efectiva de la proteína de fusión 
al hueso. La proteína de fusión se proporciona en forma de una composición farmacéutica en cualquier vehículo 
farmacéuticamente aceptable estándar, y se administra mediante cualquier procedimiento estándar, por ejemplo, 60 
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mediante inyección intravenosa. 
 
La expresión "vehículo farmacéuticamente aceptable" se utiliza en la presente para hacer referencia, cuando se elige 
la administración parenteral como vía de administración, a disolventes, suspensiones o emulsiones acuosas o no 
acuosas estériles farmacéuticamente aceptables. Algunos ejemplos de disolventes no acuosos son el propilenglicol, 5 
el polietilenglicol, el aceite vegetal, el aceite de pescado y los ésteres orgánicos inyectables. Los disolventes 
acuosos incluyen agua; soluciones de agua-alcohol; solución salina fisiológica; vehículos parenterales médicos 
amortiguados que incluyen solución de cloruro de sodio, solución de dextrosa de Ringer, solución de dextrosa más 
cloruro de sodio, regeneradores de fluidos y nutrientes; regeneradores de electrolitos; solución de Ringer que 
contiene lactosa o aceites fijos. 10 
 
El término "cantidad efectiva" se utiliza en la presente para hacer referencia a la cantidad mínima de una 
composición farmacéutica que se debe administrar a un mamífero para lograr un efecto terapéutico significativo. Las 
dosificaciones dependerán de muchos factores, incluido el modo de administración. Típicamente, la cantidad de 
proteína presente dentro de una dosis única será una cantidad que impida, retrase o trate de forma efectiva una 15 
afección no deseada relacionada con los huesos sin inducir toxicidad significativa. En particular, una cantidad 
efectiva del conjugado y las composiciones comprenderá una cantidad de proteína de fusión que provocará un alivio 
significativo de los síntomas clínicos de la afección. 
 
La cantidad efectiva se puede proporcionar por día, por semana, por mes o fracciones de estos. Típicamente, se 20 
puede administrar una composición farmacéutica en una cantidad de entre aproximadamente 0,001 mg y 
aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal por día (p. ej., 10 mg, 50 mg, 100 mg o 250 mg). Las 
dosificaciones se pueden proporcionar en un régimen de dosificación única o múltiple. 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 día, entre aproximadamente 50 mg y aproximadamente 10 25 
gramos del conjugado que se va a dirigir al hueso por día, entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 5 
gramos del conjugado que se va a dirigir al hueso por día, aproximadamente 1 gramo del conjugado que se va a 
dirigir al hueso por día, 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 30 
va a dirigir al hueso cada dos días y aproximadamente 1 gramo del conjugado que se va a dirigir al hueso una vez 
por semana. 
 
Esto es solo una guía, ya que la dosis real debe ser seleccionada cuidadosamente y titulada por el médico tratante 
basándose en los factores clínicos exclusivos para cada paciente. La dosis diaria óptima será determinada por los 35 
procedimientos conocidos en la técnica y se verá afectada por factores tales como la edad del paciente y otros 
factores clínicamente pertinentes. Además, los pacientes pueden estar tomando medicamentos para otras 
enfermedades o afecciones. Los otros medicamentos se pueden continuar durante el tiempo que la proteína para 
administración 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. 40 
 
La expresión "condiciones de rigurosidad elevada" se refiere a condiciones que permiten secuencias con una 
homología alta para la unión. Sin limitarse en ese sentido, se enumeran ejemplos de dichas afecciones en el manual 
"Molecular cloning, a laboratory manual, segunda edición 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 45 
ser de aproximadamente 68 ºC (véanse las páginas 9.47 a 9.55 de Sambrook) para el ácido nucleico de 300 a 1500 
nucleótidos. Aunque la temperatura óptima que se va a utilizar para una sonda de ácido nucleico específica se 
puede calcular empíricamente, y aunque existe la posibilidad de alternativas en las condiciones del amortiguador 
seleccionadas, dentro de estos intervalos de condiciones muy conocidos, el ácido nucleico captado no variará 
significativamente. De hecho, Sambrook indica claramente que la "elección depende en gran medida de la 50 
preferencia personal" (véase la página 9.47). Sambrook especifica que la fórmula para calcular la temperatura 
óptima que varía de acuerdo con la fracción de guanina y citosina en la sonda de ácido nucleico y la longitud de la 
sonda (10 a 20 ºC inferior que Tm donde Tm= 81,5 ºC + 16,6(log10[Na+]) + 0,41(fracción G+C)-0,63 (% de formamida 
-(600/l)) (véanse las páginas 9,50 y 9,51 de Sambrook). 
 55 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
En los dibujos adjuntos: 
 
La figura 1 presenta el estado de pureza de las proteínas GST y GST-D10 en un gel de poliacrilamida SDS después 60 

E11000196
17-09-2018ES 2 687 786 T3

 



 
 

 
10 

de la cromatografía de CL-4B; 
La figura 2 muestra la estimulación de la unión de GST al hueso por los motivos peptídicos D6, D10 y D16 a través 
del porcentaje de la dosis inyectada de GST recombinante que se encuentra asociado con tejidos específicos; 
La figura 3 proporciona una representación esquemática del plásmido pCDNA3-RSV- D10sPHEX-vector NEO; 
La figura 4 presenta un perfil cromatográfico de la detección a 280 nm del flujo de PHEX para SP-Sepharose™ HP 5 
(A) y blue-Sepharose HP (B). La línea recta representa la proporción de amortiguador; 
La figura 5 presenta un análisis de SDS-PAGE teñido Sypro-ruby™ de las diferentes fracciones recolectadas a 
través del procedimiento de purificación de D10sPHEX; 
La figura 6 muestra la variación en los niveles de fosfatasa alcalina sérica (ALP) observados en ratones Hyp 
inyectados diariamente con dosis i.v. de sPHEX y D10-sPHEX durante 14 días. Los valores U/l representan la 10 
disminución observada entre el día - 3 (correspondiente en la gráfica a 0 U/l) y el día 15 del régimen de inyección y 
son el promedio de las medidas realizadas en 6 animales; 
La figura 7 muestra la secuencia de nucleótidos de una secuencia de ADN recombinante codificante de una proteína 
escindible para producir D10-sPHEX (SEQ ID NO: 1); 
La figura 8 muestra la secuencia de aminoácidos codificada por D10-sPHEX de la figura 7 (SEQ ID NO: 2); 15 
La figura 9 compara la unión a la fase mineral del hueso de las proteínas (A. GST B. sPHEX) con el de sus 
contrapartes fusionadas a deca-aspartato; 
La figura 10 muestra la secuencia de nucleótidos de un PHEX natural (o unido a membrana) (SEQ ID NO: 3); 
La figura 11 muestra la secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 4) de un conjugado de D10-sPHEX producido 
mediante la escisión de la proteína escindible recombinante de la figura 8; 20 
La figura 12 ilustra esquemáticamente la estructura y las actividades de diversas construcciones de secPHEX; 
La figura 13 ilustra gráficamente a través de medición fluorimétrica la actividad de la fosfatasa alcalina en el extracto 
celular soluble y el medio usado de HEK293 transfectadas transitoriamente con los vectores de expresión 
codificantes de sALP-D10 y sALP; 
La figura 14 ilustra gráficamente la detección de sALP y sALP-D10 por análisis de transferencia Western con el 25 
anticuerpo B4-78 específico en los medios usados y el extracto celular de HEK-293 después de la transfección 
transitoria. (Panel A: tinción roja de Ponceau; Panel B: análisis de transferencia α-B4-78). A la izquierda se muestran 
los tamaños de los marcadores de peso molecular; 
La figura 15 muestra gráficamente la unión a la fase mineral ósea de un deca-aspartato fusionado a la fosfatasa 
alcalina secretada; 30 
La figura 16 muestra A. la secuencia nucleotídica (SEQ ID NO: 5) de una fosfatasa alcalina soluble; y B. la 
secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 6) de esa fosfatasa alcalina soluble; 
La figura 17 muestra A. la secuencia nucleotídica (SEQ ID NO: 7): codificante de un conjugado de la presente 
invención, a saber, sALP-D10; y B. la secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 8) de ese conjugado; y 
La figura 18 muestra gráficamente el efecto de D10-sALP sobre la inhibición de la mineralización mediada por PPi. 35 
 
DESCRIPCIÓN DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS 
 
Se muestra que los péptidos poli-aspárticos específicos fusionados en marco a una proteína, como se ejemplifica en 
la presente por la proteína glutatión-S-transferasa (GST), utilizada como una proteína indicadora, por sPHEX y por 40 
sALP, pueden aumentar significativamente la capacidad de unión ósea de estas proteínas. 
 
La tabla 1 presenta la secuencia de oligonucleótidos utilizada en los ejemplos 1 a 7. 
 
TABLA 1: SECUENCIA DE OLIGONUCLEÓTIDOS SINTÉTICOS UTILIZADOS EN LOS EJEMPLOS 1 A 7 45 
 

D6 SEQ ID NO:9. 5'-GATCCGATGACGATGACGATGACGC-3' 
 SEQ ID NO:10 5'-GGCCGCGTCATCGTCATCGTCATCG-3' 
D10 SEQ ID NO:11 5'-GATCCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGC-3' 
 SEQ ID NO:12 5'-GGCCGCGTCATCGTCATOGTCATCGTCATCGTCATCG-3' 
D16 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
n 

SEQ ID NO:21 S'-
GATCCCAGAATGCTGTGTCCTCTGAAGAAACCAATGACTTTA
AAGC-3' 

 SEQ ID NO:22 5'-
GGCCGCTTTAAAGTCATTGGTTTCTTCAGAGGACACAGCAT
TCTGG-3' 

hBSP2 SEQ ID NO:23  

 
 SEQ ID NO:24  

 
hIGFBP5 SEQ ID NO:25 5'-

GATCCCGCAAAGGATTCTACAAGAGAAAGCAGTGCAAACCT
TCCCGTGGGCCGCAAGCGTGC-3' 

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

M81736 
CBS 

SEQ ID NO:21 5'-AGTCGGGATCCGGAACAAGCAGCGTGTTCTAC-3' 
SEQ ID NO:28 5'-AGATCGCGGCCGCTCAATTGTGCACGGTGTGATTAAAGG-

3' 
D10 SEQ ID NO:29 5'-CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3' 

SEQ ID NO:30 3'-TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5' 
 
EJEMPLO 1 
 
Unión ósea de GST-D6, GST-D10 y GST-D16 
 5 
Se utilizó tecnología de ADN recombinante para generar un plásmido que contiene un ácido nucleico codificante de 
GST seguido en marco por un ácido nucleico codificante de un péptido ácido D6, D10 o D16. Para obtener los 
conjugados de GST-D6, GST-D10 y GST-D16, el oligonucleótido de SEQ ID NO:9 (véase la tabla 1) se mezcló en 
primer lugar con el oligonucleótido de SEQ ID NQ:10, el oligonucleótido de SEQ ID NO:11 mezclado con el 
oligonucleótido de SEQ ID NO:12, y el oligonucleótido de SEQ ID NO:13 mezclado con el oligonucleótido de SEQ ID 10 
NO:14. Este procedimiento generó oligonucleótidos dúplex codificantes para D6, D10 y D16, respectivamente, y que 
tienen extremidades compatibles con la clonación en el plásmido pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) predigerido 
con las endonucleasas de restricción BamHI y NotI. Se transformaron los vectores pGEX3T-4 en proteasa AP401 
menos la cepa de bacterias E. coli (Ion::mini tetRara-Δlac-pro nalA argEam rifRthiI [F'pro AB laclq Z M15]). 
 15 
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 ºC en un agitador orbital a 250 rpm. Se agregó el 
precultivo a 500 ml de medio de ampicilina YT doble nuevo en un matraz de 2 litros Erlenmeyer. Se dejó crecer a las 
bacterias a 37 ºC bajo agitación orbital hasta alcanzar una densidad óptica a 595 nm de 0,7. Después, se indujo la 
expresión de proteínas mediante el agregado de 500 µl de solución de IPTG 0,1 M y se volvieron a colocar en 20 
incubación las bacterias durante 2 horas. Se centrifugaron las bacterias a 8000 x g durante 10 minutos a 4 ºC. Se 
suspendió el sedimento en 25 ml de PBS helado que contenía inhibidor de proteasa en cápsulas de EDTA completo 
(Boehringer Mannheim) y se congeló a -20 ºC. 
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Se descongelaron las células bacterianas y se alteraron en hielo con 6 pulsos de sonicación cada 50 segundos 
antes de la centrifugación a 12000 x g durante 10 minutos a 4 ºC. Se mezcló el sobrenadante con 500 µl de resina 
húmeda GS-4B (Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada con PBS. Se mantuvo la resina como una suspensión 
durante la incubación durante la noche a 4 ºC. Se enjuagó la resina con PBS hasta que la densidad óptica a 280 nm 5 
fue inferior a 0,01. Después, se colocó la resina en una columna vacía y se eluyeron las proteínas con glutatión 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 proteínas dializadas en un entorno estéril en una membrana PES de 0,22 µm y se mantuvieron a 
4 ºC. Se recuperaron típicamente 40 y 60 mg de proteínas puras por litro de cultivo respectivamente. La figura 1 
muestra un ejemplo de un análisis SDS-PAGE del GST purificado y GST-D10. Se yodaron las proteínas purificadas 10 
utilizando el reactivo de yodación perlas de yodo (Pierce). 
 
Se dializaron GST y GST fusionado a péptidos contra PBS y se fijó la concentración a 2 mg/ml. Se inició la reacción 
de yodación agregando 2 perlas de yodo enjuagadas con PBS a 2 mCi de Na125I (100µCi/µl, ICN) disuelto en 500 
µl de PBS. Se incubaron las perlas a temperatura ambiente durante cinco minutos antes de agregar 1 mg de 15 
proteína dializada. La reacción de yodación avanzó 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 solución de proteína yodada, se agregaron 15 µl de Nal 6 mM 
para diluir la radiactividad no específica. Después, se desaló la mezcla utilizando columnas de filtración en gel de 
PD-10 (Amersham Pharmacia Biotech) equilibradas con PBS. Se eluyeron las proteínas en el volumen vacío. Se 
concentraron y se dializaron contra el amortiguador in vivo (PO4 de sodio 1 mM a pH 7,4 y NaCl 150 mM) utilizando 20 
cartuchos Centriprep-YM10™ (Amicon). Se midió la radiactividad utilizando un contador de radiación gamma, se 
evaluó la concentración de proteínas mediante el ensayo Bradford y se reveló la unión química de 125I a las 
proteínas mediante autorradiografía de SDS-PAGE seco. Se mantuvieron las muestras yodadas a 4 ºC. 
 
Capacidad de unión ósea de las proteínas de fusión de los péptidos GST-poli-aspárticos comparada con la 25 
de GST sola 
 
Se inyectaron las proteínas de fusión a GST yodadas en ratones con anestesia de isoflurano como un bolo 
intravenoso a través de la vena subclavia. Se inyectó una dosis de 1 mg de proteína yodada/por kg de peso 
corporal. Se estableció el volumen de dosis máximo en 10 ml/kg. La duración del tratamiento fue de sesenta 30 
minutos. Diez y sesenta minutos después de la inyección, se tomaron muestras de sangre (0,1 a 0,2 ml) a través de 
la vena subclavia con anestesia en tubos activadores de la coagulación de suero/gel Microvette™ (Sarstedt, 
#20.1291). En la necropsia, se tomaron muestras de sangre y se sacrificaron los animales mediante desangrado del 
corazón con anestesia de isoflurano. Se recogieron los órganos (riñones, hígado, fémures, tibias y tiroides), se 
enjuagaron en solución salina al 0,9 % USP, se secaron en gasa y se transfirieron a tubos contadores de gamma. 35 
Se pesaron las muestras de suero y los órganos y se midió la radiactividad. Se expresaron los resultados como 
porcentaje de la dosis inyectada. Ni D10-GST, ni D16-GST promovieron la unión a otros órganos diferentes del 
hueso. Esto mostró la especificidad de estos conjugados con respecto al hueso (no se muestran los datos). 
 
La figura 2 muestra que la proteína de fusión a GST-D6 no se unió más a la tibia o el fémur que GST sola. En 40 
cambio, los motivos peptídicos de D10 y D16promovieron la unión de GST a los huesos. 
 
El hecho de que D6, un péptido que se ha demostrado que administra con éxito moléculas pequeñas al hueso, no 
pueda administrar con éxito una proteína, a saber, GST, al hueso demuestra que no se puede predecir si un péptido 
ácido específico que se sabe que administra con eficacia una molécula pequeña al hueso también resultará efectivo 45 
para administrar una proteína al hueso. 
 
EJEMPLO 2 
 
Capacidad de unión de GST fusionada con diversos péptidos 50 
 
La fosfoglicoproteína extracelular de matriz humana (hMEPE) es una proteína sintetizada por osteoblastos que 
muestra similitudes importantes con un grupo de fósforo-glicoproteínas de la matriz mineral de huesos y dientes, 
proteínas que se sabe que se unen naturalmente a la matriz ósea (8). Cabe señalar que hMEPE presenta en su 
extremo carboxi una secuencia de 18 residuos de aminoácidos (DDSSESSDSGSSSESDGD) (SEQ ID NO: 31) 55 
similar a los péptidos ácidos que se encuentran en la fosforina de dentina y la sialofosfoproteína de dentina, que se 
sabe que se unen a la matriz ósea (8). 
 
La estaterina humana (hStatherin) es una proteína sintetizada por las glándulas salivales, que de modo similar a la 
histatina modula directamente la nucleación y/o el crecimiento de la hidroxiapatita. Cabe señalar que la hStatherin 60 
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presenta una secuencia de 15 residuos de aminoácidos en las posiciones 20 a 34 (DSSEEKFLRRIGRFG) (SEQ ID 
NO: 32) que se ha demostrado que se unen estrechamente a la hidroxiapatita (9). 
 
La proteína Gla de la matriz humana (hMGP) es una proteína sintetizada por células musculares lisas vasculares y 
condrocitos que funciona como inhibidor de la polimerización de hidroxiapatita al unirse a núcleos cristalinos. Cabe 5 
señalar que hMGP presenta en su extremo amino una secuencia de 17 residuos de aminoácidos en las posiciones 
19 a 35 del marco de lectura abierto (CYESHESMESYELNPFI) (SEQ ID NO: 33) similar a los péptidos de ácido 
carboxiglutámicos gamma fosforilados que se encuentran en la osteocalcina que se sabe que se unen a la matriz 
ósea, y se cree que promueve la unión a la matriz ósea (10). 
 10 
La osteopontina humana (hOPN) es una proteína sintetizada por osteoblastos que regula el crecimiento de cristales 
de hidroxiapatita. Esta proteína pertenece a la familia de sialofosfoproteína ósea. Cabe señalar que hOPN presenta 
una secuencia de 13 residuos de aminoácidos (QNAVSSEETNDFK) (SEQ ID NO: 34) en las posiciones 58 a 70 del 
marco de lectura abierto. Esta secuencia muestra un nivel alto de homología entre las especies de mamíferos. La 
predicción de la estructura secundaria hace que esta secuencia sea adecuada para la exposición a disolventes y se 15 
demostró que esta secuencia está fosforilada en sus residuos de serina. Se cree que esta última característica 
afecta la unión a la matriz ósea (11). 
 
La sialoproteína ósea humana II (hBSP2) es una proteína sintetizada por osteoblastos que muestra similitudes 
importantes con un grupo de fósforo-glicoproteínas de la matriz mineral de huesos y dientes, proteínas que se sabe 20 
que se unen naturalmente a la matriz ósea. Cabe señalar que hBSPII presenta en su extremo amino una secuencia 
de 18 residuos de aminoácidos en las posiciones 62 a 79 del marco de lectura abierto (GSSDSSEENGDDSSEEEE) 
(SEQ ID NO: 35) similar a los péptidos ácidos que se encuentran en la fosforina de dentina y MEPE, y se cree que 
promueve la unión a la matriz ósea (8). 
 25 
La proteína de unión del factor de crecimiento similar a la insulina humano-5 (hIGFBP5) es sintetizada por 
osteoblastos. Esta proteína, de forma similar a las proteínas de la familia IGFBP, se cree que regula la función de los 
osteoblastos en el proceso de remodelación ósea. Cabe señalar que la hIGFBP5 presenta una secuencia de 18 
residuos de aminoácidos 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). 30 
 
La adhesina de colágeno de staphylococcus aureus (M81736) es una proteína expresada en la superficie de 
S.aureus que promueve la unión de las bacterias a la matriz de colágeno del hueso de mamíferos y tejidos 
cartilaginosos. Se informó que dicha unión era fundamental para el desarrollo de patogénesis como la osteomielitis y 
la artritis infecciosa. Cabe señalar que se informó que el dominio de unión a colágeno (CBS) de esta adhesina 35 
abarca 151 residuos de aminoácidos (G168 a N318) del marco de lectura abierto de la proteína (13, 14). La 
secuencia primaria de aminoácidos es la siguiente: 
 

 
 40 
se construyeron plásmidos que contenían las secuencias de péptidos ácidos derivados de hMEPE, hStatherin, 
hMGP, hOPN, hBSP2, hIGFBP5 y CBS después de GST en marco para determinar si podían promover el 
direccionamiento óseo de una proteína recombinante. Se utilizó tecnología de ADN recombinante tal como se 
describe en el ejemplo 1 para generar plásmidos para péptidos derivados de hMEPE, hStatherin, hMGP, hOPN, 
hBSP2 y hIGFBP5. Los pares de oligonucleótidos identificados en la tabla 1 para cada uno de estos péptidos se 45 
mezclaron para obtener la proteína de fusión de GST-péptido ácido correspondiente. Este procedimiento generó 
oligonucleótidos dúplex codificantes para estos péptidos ácidos y que tienen extremidades compatibles con la 
clonación en el plásmido pGEX3T-4 (Pharmacia biotechnology) predigeridos con las endonucleasas de restricción 
BamHI y Notl. 
 50 
Se construyó un plásmido que contenía 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 insertó en el plásmido pLIV Select. Los oligonucleótidos de 
SEQ ID NO: 27 y 28 se utilizaron como cebadores en las reacciones de PCR con el plásmido pLIV Select que 
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contenía el gen CBS para ampliar las secuencias específicas de CBS. Se transformaron los vectores pGEX-4T-3 en 
proteasa AP401 menos la cepa de bacterias E. coli (Ion::mini tetRara- Δlac-pro nalA argEamrifRthiI [F'pro AB laclq Z 
M15]). 
 
Se realizaron la producción y la purificación de proteínas y la farmacodistribución de la proteína de fusión yodada 5 
como se describe en el ejemplo 1. 
 
Ninguno de estos péptidos ácidos de GST se unió 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 10 
pequeña parte de osteopontina al hueso, no pueda administrar con éxito la proteína GST al hueso demuestra que no 
se puede predecir si un péptido ácido específico que se sabe que administra con eficacia un péptido pequeño al 
hueso también resultará efectivo para administrar una proteína al hueso. 
 
EJEMPLO 3 15 
 
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 peptídicos óseos que 
participan en la regulación de la mineralización y la homeostasis de fosfato renal. PHEX se expresa en la superficie 20 
de los osteoblastos y los osteocitos que están en contacto o incrustados en la matriz ósea. Este ejemplo proporciona 
datos sobre el diseño, la producción y la purificación de una forma extendida de sPHEX que contiene en su extremo 
N una secuencia de 10 residuos de ácido aspártico diseñada para anclarse a la matriz ósea. 
 
Vector de expresión de D10sPHEX 25 
 
Se insertó un sitio de restricción de endonucleasa de BspEI mediante mutagénesis dirigida al sitio (QuickChange, 
Stratagene) en el vector pCDNA3-RSV-sPHEX-NEO (Boileau G. y col., Biochem. J. (2001) 355, 707-13) utilizando 
los siguientes cebadores de oligonucleótidos: 
 30 

 
 

y 5'-CTGTTTAGCTTGGAGACTTCCGGATAAGAGACCTTGACTGG-3' (SEQ ID NO: 39). 
 
Se insertó la secuencia del hexámero BspEI (subrayada) en marco con y corriente arriba de la secuencia de ADN de 35 
sPHEX. Esta construcción codifica una proteína 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, está constituida por dos aminoácidos exógenos, 
seguidos corriente abajo por un deca-aspartato, que a su vez está seguido por dos aminoácidos exógenos 
adicionales. Estos 4 aminoácidos exógenos derivan de la estrategia de clonación utilizada para producir el 
conjugado. Se demostró que estos aminoácidos exógenos no anulan la actividad enzimática del conjugado (véase la 40 
figura 12 que muestra la actividad específica de esta construcción), pero se puede prescindir de ellos. Corriente 
abajo de estos aminoácidos exógenos hay un fragmento de ectodominio de PHEX natural que comienza, por lo 
tanto, con la serina en la posición 46 de la secuencia presentada en la figura 10. Se escindió el vector pCDNA3-
RSV-NEO modificado con BspEI y después se digirió con fosfatasa alcalina para eliminar los grupos fosfato 5'. Un 
dúplex de oligonucleótido codificante para deca-aspartato: [5'-45 
CCGGAGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACT-3' (SEQ ID NO: 29) y 3'-
TCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGCTACTGAGGCC-5' (SEQ ID NO: 30)] se fosforiló en primer lugar en sus 
extremos 5' con la polinucleótido cinasa T4 y se ligó al vector digerido BspEI. Esto proporcionó el vector pCDNA3-
RSV-D10sPHEX-NEO (figure 3). Este vector comprendía la secuencia presentada en la figura 7, que codifica el 
PHEX escindible recombinante que tiene la secuencia de aminoácidos presentada en la figura 8. 50 
 
Expresión de D10sPHEX recombinante 
 
Para inducir la expresión estable de la proteína D10sPHEX, se transfectó el vector pCDNA3-RSV-D10sPHEX-NEO 
en las células LLC-PK1 (células de riñón porcino; ATCC n.º CRL-1392) utilizando el kit de transfección de liposoma 55 
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Lipofectamine-Plus™ (Invitrogen). Se seleccionaron las células transfectadas mediante el agregado de 400 µg/ml G-
418 (Life Technologies) al medio. Se seleccionaron clones de células resistentes a G-418 para la expresión de 
D10sPHEX utilizando el ensayo enzimático fluorescente PHEX [Campos M. y col. Biochem. J. (2003) 373, 271-9]. Se 
calculó el peso molecular aparente de la proteína recuperada en el medio usado mediante inmunotransferencia 
utilizando un anticuerpo monoclonal elevado contra un fragmento de PHEX humano recombinante (K121-E294) 5 
como se describió anteriormente (Ruchon AF y col. J. Bone Miner. Res. (2000) 15, 1440-1450). Se utilizó un clon 
resistente a G-418 que expresa 1 a 2 mg de D10sPHEX por litro para la producción de proteína. Se sembraron las 
células en Cellstack-10™ (Coming) a una densidad de 7 X 107 en 1,75 litros de medio (199 medio, FBS al 6 %, 
piruvato de Na 1 mM, penicilina 1x105U/litro, estreptomicina 100 mg/litro y G-418 al 1 %. Se aumentó la expresión de 
D10sPHEX mediante incubación de las células en 1,75 litros de DMEM + butirato de sodio 10 mM durante cuatro 10 
días a 37 ºC y CO2 al 5 % antes de la recolección del medio usado. 
 
Purificación y caracterización 
 
Se centrifugó el sobrenadante celular a 500 x g durante 5 minutos a 4 ºC y se filtró en fibra de vidrio (Fisher, 15 
APFC09050) y se concentró 10 a 40 veces utilizando un dispositivo de filtración de flujo tangencial Ultrasette™ 30 
(Pall Canada). El pH de la solución se llevó a 5,6 con ácido acético 1 M antes de una diálisis durante la noche a 4 ºC 
contra acetato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM pH 5,6 (amortiguador SP). Se cargó el sobrenadante dializado a una 
velocidad de flujo de 4 ml/min, en una columna de intercambio catiónico de SulfoPropyl-Sepharose de 20 ml 
(Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada anteriormente con amortiguador SP. Se lavó la columna con el mismo 20 
amortiguador a la misma velocidad de flujo hasta que se alcanzó la referencia de absorbancia de 280 nm. Después, 
se eluyó la mayoría de las proteínas contaminantes con una etapa de NaCl 226 mM en el amortiguador SP. 
Después, se eluyó D10sPHEX con una etapa de NaCl 280 mM (figura 4A). Se analizaron las fracciones mediante 
SDS-PAGE y con el ensayo de la actividad enzimática PHEX. Se agruparon las fracciones que contenían sPHEX y 
se dializaron ampliamente contra MOPS 20 mM pH 7, NaCl 250 mM antes de cargarse en una columna Blue-25 
Sepharose™ HP de 5 ml (Amersham Pharmacia) a 5 ml/min. Se enjuagó la columna a la misma velocidad de flujo 
con el mismo amortiguador y se recuperó la mayoría de la proteína D10sPHEX mediante el aumento de la 
concentración de NaCl en etapas hasta 350 mM (figura 4B). La pureza de la fracción final fue mayor que el 95 %. 
Alternativamente, la Blue-Sepharose™ se pudo reemplazar por Heparin-Sepharose™ (Amersham Pharmacia) en la 
cual D10sPHEX se une estrechamente en un intervalo de pH (5 a 8). Se eluyó D10sPHEX mediante el uso de 30 
gradiente de NaCl. Se determinó la pureza como mayor que el 90 %. Se concentró D10sPHEX y se dializó contra 
PO4 de sodio 1 mM pH 7,4, NaCl 150 mM utilizando cartuchos Centriprep-50™. Se filtró la muestra dializada en un 
entorno estéril en una membrana de 0,22 µm. Se demostró que D10sPHEX purificado permanece estable durante 
meses a 4 ºC. Se determinaron las concentraciones de proteínas mediante el procedimiento de Bradford. (Kit de 
ensayo de proteína DC; Biorad) con albúmina de suero bovino (BSA) como estándar. Se evaluó la pureza de la 35 
proteína mediante tinción con Sypro-Ruby™ (Molecular Probes) de las proteínas resueltas en SDS-PAGE 4-12 % 
(figura 3). Se determinó la actividad enzimática de D10sPHEX utilizando el sustrato fluorigénico. 
 
Efecto de las inyecciones de sPHEX y D10-sPHEX sobre los niveles en circulación de fosfatasa alcalina en 
ratones Hyp 40 
 
Los ratones Hyp ligados a X albergan una eliminación amplia en la región 3' del gen PHEX y es el homólogo murino 
de la hipofosfatemia ligada a X humana (XLH). Por lo tanto, estos ratones representan un modelo útil para estudiar 
la fisiopatología de la XLH, así como para probar la eficacia de los agentes terapéuticos en estudios preclínicos. 
 45 
Por lo tanto, se investigó el posible efecto terapéutico de D10sPHEX y sPHEX con inyección intravenosa de bolo a 
ratones Hyp/Y durante un período de 2 semanas. 
 
Se dializaron D10sPHEX y sPHEX contra el vehículo y se filtraron las soluciones a través de un filtro de proteína de 
unión baja de 0,22 µm. Se dividieron en alícuotas las soluciones y se analizaron nuevamente para detectar la 50 
actividad enzimática y la concentración mediante ensayo enzimático fluorogénico y el procedimiento de Bradford, 
respectivamente. 
 
Se anestesió a cada ratón con isoflurano vaporizado (2 %) y D10sPHEX, o se inyectó 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 55 
animales una vez al día durante 14 días consecutivos. Se recogieron las muestras de sangre (0,1-0,2 ml) a través de 
la vena subclavia con anestesia en los días del estudio - 3 y +15 (antes de la necropsia, 24 horas después de la 
última inyección). Se evaluaron los niveles totales de fosfatasa alcalina (ALP) en suero diluido (30 µl de muestra de 
suero con 90 µl de solución 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 60 
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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 D10 de sPHEX indujo una mayor disminución en los 
niveles de fosfatasa alcalina que la forma de sPHEX normal. 
 5 
EJEMPLO 4 
 
La fusión de D10 a GST recombinante aumenta su unión a la fase mineral del hueso in vitro 
 
Marcado con fluoresceína de proteínas purificadas 10 
 
Se marcaron proteínas purificadas recombinantes con isotiocianato de fluoresceína (FITC, Molecular Probes F143). 
Se realizó la reacción mediante el agregado de proteínas a fosfato de sodio 10 mM, amortiguador de NaCl 50 mM 
pH 7 a una concentración de proteína final de 1 mg/ml. La reacción de marcado inició mediante el agregado de FITC 
disuelto en DMSO en una concentración de 20 mg/ml para alcanzar una proporción molar de 20:1 con respecto a la 15 
concentración de proteína. Se dejó reaccionar la mezcla a temperatura ambiente durante una hora. Se separó la 
proteína marcada de la fluoresceína libre en una columna PD-10™ (Pharmacia) antes de la diálisis en el 
amortiguador de unión (fosfato de sodio 1 mM NaCl 150 mM, pH 7,4). 
 
Preparación de la fase mineral de los huesos 20 
 
Se diseccionaron huesos largos de una rata y se trituraron hasta convertirlos en polvo en un mortero enfriado con 
nitrógeno líquido. El polvo se mantuvo a -80 ºC o se utilizó directamente. Se lavó una alícuota del polvo (300 mg) 3 
veces con 8 ml de PBS y se le agregaron 8 ml de HCl 1 M. Se mantuvo la mezcla en suspensión en un mezclador 
giratorio durante 1 hora a temperatura ambiente. Se centrifugó la fracción insoluble y se recogió el sobrenadante 25 
ácido claro. Esta solución ácida permaneció estable a temperatura ambiente durante al menos dos semanas. 
 
Reacción de unión 
 
Se mezclaron alícuotas de 20 µl de extracto óseo ácido con 2 µl de NaOH 10 M y se sedimentó el precipitado a 30 
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagó el sedimento dos veces mediante resuspensión 
en 100 µl de amortiguador de unión. Después, se mezcló el extracto óseo con 100 µl de una solución que contenía 5 
a 45 µg de proteína marcada con fluoresceína en el amortiguador de unión al cual se le agregó fosfato para alcanzar 
una concentración final de 80 mM. Se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente en la 
rueda giratoria para mantener la fase mineral en suspensión. Después, se centrifugaron las muestras durante 3 35 
minutos a temperatura ambiente. Se disolvió el sedimento que contenía la proteína unida en 200 µl de EDTA 0,5 M 
pH 8. Para calcular la cantidad de proteína libre presente, se agregaron 100 µl de EDTA 0,5 M pH 8 al 
sobrenadante. Se midió la fluorescencia de las diferentes muestras en un lector de placas de 96 pocillos configurado 
a 494 nm para la excitación y a 516 nm para la emisión. 
 40 
Resultados 
 
Se utilizaron las muestras que contenían 50 µg de GST y GST-D10 marcados con fluoresceína en el ensayo de 
unión descrito arriba. La figura 9A muestra que la fusión de la secuencia de D10 a GST provocó un aumento de 6 
veces en la unión a la fase mineral del hueso. 45 
 
EJEMPLO 5 
 
La fusión de D10 a sPHEX aumenta su unión al hueso 
 50 
Utilizando un procedimiento análogo al descrito en el ejemplo 4 arriba, se utilizaron muestras que contenían 50 µg 
de sPHEX y D10sPHEX marcados con fluoresceína en un ensayo de unión. La figura 9B muestra que la fusión de la 
secuencia de D10 a sPHEX provocó un aumento de 4,3 en la unión a la fase mineral del hueso. 
 
En cambio, D6-sPHEX se construyó y se evaluó después de la inyección in vivo en animales (como se describe en 55 
el ejemplo 1 arriba) y no promovió la unión de las proteínas recombinantes al hueso (no se muestran los datos). 
 
EJEMPLO 6 
 
La fusión de D10 a una forma soluble de fosfatasa alcalina aumenta su direccionamiento a la fase mineral del 60 
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hueso 
 
Construcción de vectores de expresión codificantes de fosfatasa alcalina soluble recombinante humana, 
sALP y sALP-D10 
 5 
Se obtuvo ADNc de longitud completa humano codificante de fosfatasa alcalina no específica de tejido (ALP) de 
ARN poliA de médula ósea (Clonetech) mediante RT-PCR. En resumen, se transcribieron de forma inversa 20 ng de 
poliA con SuperscriptII™ y un oligo dT12-18 utilizando el First Strand Synthesis System (Invitrogen). Se utilizó 
directamente una alícuota que representa 1/20 de la etapa de RT en una reacción de PCR con oligos específicos de 
ALP (5'-gataaagcaggtcttggggtgcacc-3' directo (SEQ ID NO: *); 5'-gttggcatctgtcacgggcttgtgg-3' inverso (SEQ ID NO: 10 
*)) y el Expand High Fidelity Enzyme Kit™ (Roche). Se separó el producto específico de ALP resultante (1644. bp) y 
se purificó a partir de un gel de agarosa (1 %) utilizando el Qiaquick Gel Extraction Kit™ (QIAGEN). El ADNc de ALP 
después se ligó en el vector pCR4-blunt-TOPO™ (Invitrogen), se transformó en bacterias Top10™ (Invitrogen) y un 
clon positivo identificado por PCR de colonia. Se verificó la identidad de ADNc mediante secuenciación de ADN 
automática. 15 
 
Se construyeron formas secretadas de ALP (sALP) con eliminación de la señal de anclaje de GPI mediante PCR 
utilizando el kit Expand High Fidelity Enzyme Kit™. Comprendían los residuos 1-502, seguidos de un codón de 
parada (sALP) o un motivo de direccionamiento de deca aspartato y un codón de parada (sALP-D10). En ambos 
casos, el cebador directo (5-tggatccaccatgatttcaccattcttagtac-3' (SEQ ID NO: 40)) cubrió el iniciador metionina 20 
(subrayado) e incluyó un sitio BamHI (en cursiva). Los cebadores inversos (sALP: 5'-
ttctagactacgagctqgcaqgagcacagtggccg-3' (SEQ ID NO: 41); sALP-D105'-
ttctagactagtcgtcatcatcgtcatcatcgtcgtcatccgagctggcaggagcacagtggccg-3' (SEQ ID NO: 42)) contenían un codón de 
parada (subrayado) y un sitio XbaI (en cursiva). Los productos de PCR fueron digeridos con BamHI y XbaI y se 
clonaron en pCDNA3.1-RSV que se había predigerido con las mismas enzimas. Se secuenció el ADN de plásmido. 25 
 
Ensayo enzimático fluorescente de ALP 
 
Se evaluó la actividad enzimática de sALP y sALP-D10 utilizando 4-metilumbeliferil fosfato (MUP, Molecular Probes, 
M8425) como sustrato fluorigénico de acuerdo conGee KR y col. (Anal. Biochem. 273, 41-48 (1999)) Típicamente, se 30 
realizó el ensayo a 37 ºC en placas de 96 pocillos en un volumen final de 200 µl con 10 µM 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 excitación a 360 nm. El límite de longitud de onda de emisión se fijó en 435 nm. Se calculó la 
tasa de velocidad inicial de la ALP mediante un ajuste de regresión lineal (con r2 igual o mayor que 0,98). 
 35 
Expresión de proteínas sALP y sALP-D10 recombinantes 
 
Para determinar si se secretaron las proteínas sALP y sALP-D10 recombinantes, se transfectó transitoriamente cada 
construcción (pCDNA3-RSV-sALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D10-NEO) en células HEK-293S (células de riñón 
embrionarias humanas; ATCC n.º CRL-1392) utilizando el kit Lipofectamine-Plus liposome transfection kit™ 40 
(Invitrogen). Las células HEK-293S también se transfectaron de forma simulada como control negativo. El día 
después de la transfección, 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 ºC para eliminar las células muertas y los 
desechos. Se evaluaron los sobrenadantes en cuanto a la actividad enzimática y la expresión de sALP o sALP-D10 
utilizando el ensayo enzimático fluorescente de ALP y análisis de transferencia Western respectivamente. Para el 45 
análisis de transferencia Western, se precipitó el medio usado durante 1 h sobre hielo con ácido tricloroacético 
(concentración final de 10 % (v/v)). Se centrifugaron las proteínas precipitadas a 14000 RPM durante 20 min a 4 ºC, 
se lavaron una vez con acetona fría, se secaron y se resuspendieron en 60 µl 1X de amortiguador de muestra 
Laemmli con DTT y se hirvieron durante 5 min. 
 50 
Para evaluar el contenido intracelular de sALP y sALP-D10, se lavaron las células 3 veces con PBS y se lisaron con 
200 µl de Tris-HCl 50 mM (pH 8) que contenía NaCl 150 mM y NP-40 al 1 % sobre hielo durante 20 min. Se 
centrifugaron los lisados y se evaluó el sobrenadante en cuanto a la actividad enzimática y la expresión de sALP o 
sALP-D10 utilizando el ensayo enzimático fluorescente de ALP y análisis de transferencia Western respectivamente. 
Para el análisis de transferencia Western, se mezclaron alícuotas de 50 µl con 10 µl 6X de amortiguador de muestra 55 
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 µm (Protran, Schleicher&Schuell, Keene, NH) con Tris-glicina que contenía 
metanol al 10 %. Se tiñó la membrana con rojo Ponceau y se bloqueó durante 1 h a temperatura ambiente con PBS 60 
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que contenía Tween 20™ al 0,05 % (PBST) y leche deshidratada 5 %. Después, se incubó 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-ratón acoplada con 
peroxidasa de rábano picante (Sigma) (1:12000 en PBST con leche deshidratada al 5 %). Se desarrolló la señal con 
Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus™ (PerkinElmer). 5 
 
La actividad enzimática de ALP medida en los medios acondicionados de HEK293 después de la transfección 
transitoria fue muy alta y de magnitud similar para pCDNA3-RSV-sALP-NEO (sALP) y pCDNA3-RSV-sALP-D10-NEO 
(sALP-D10) (figura 13). Esta actividad fue específica del ADN del plásmido transfectado, ya que no se podía detectar 
en las células con transfección simulada (simulación). La actividad relativa medida en los medios fue 35 veces mayor 10 
que la medida en los extractos celulares, lo que demuestra la naturaleza secretora de sALP y sALP-D10. En 
consecuencia, para sALP y sALP-D10, la inmunotransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal elevado contra 
fosfatasa alcalina humana no específica de tejido recombinante (mAb 4B-78, Developmental Studies Hybridoma 
Bank) reveló una señal mucho más fuerte en los medios acondicionados que en los extractos celulares (figura 14B, 
comparar los carriles 2, 3 frente a 5, 6). No se visualizó ninguna señal en las muestras transfectadas de forma 15 
simulada (figura 14B, carriles 4 y 7). La señal que aparece en las células con transfección simulada consiste en la 
traza de BSA. El peso molecular aparente de la proteína detectada se calculó en 70 kDa en los extractos celulares 
(flecha) y ligeramente superior en los medios acondicionados (punta de flecha). Se realizó una tinción con rojo 
Ponceau de la membrana para monitorizar la carga uniforme de las muestras (figura 14A). 
 20 
Generación de células HEK293 que segregan constitutivamente sALP y sALP-D10 
 
Para inducir la expresión estable de las proteínas sALP y sALP-D10, se transfectaron los vectores pCDNA3-RSV-
sALP-NEO y pCDNA3-RSV-sALP-D10-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 25 
µg/ml G418 (Life Technologies) al medio. Para cada transfección, se analizó un grupo de células resistentes a G-418 
para la expresión de sALP o sALP-D10 en el medio de cultivo usado utilizando el ensayo enzimático fluorescente de 
ALP. Los medios acondicionados recogidos de las líneas celulares estables se utilizaron para el estudio del ensayo 
de unión en el mineral óseo. 
 30 
Unión a la fase mineral reconstituida del hueso 
 
Se mezclaron alícuotas de 20 µl de extracto óseo ácido con 2 µl de NaOH 10 M y se sedimentó el precipitado a 
10.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagó el sedimento dos veces en 100 µl de 
amortiguador (fosfato de sodio 1 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM). Después, se mezcló la fase mineral de hueso 35 
resultante (equivalente a 0,37 mg de polvo seco) con 100 µl de una solución que contenía proteínas de sALP o 
sALP-D10 en el amortiguador de unión (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 suspensión. 
Después, se centrifugaron las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se mezcló el sedimento que 
contenía la proteína unida con 180 µl del amortiguador de ensayo enzimático ALP que contenía BSA al 0,1 % y se 40 
inició la reacción mediante el agregado de 20 µl de MUP 100 µM. Para permitir un ensayo más homogéneo, las 
condiciones de la placa de 96 pocillos se agitaron durante 10 segundos cada minuto durante la duración del ensayo. 
 
Se comparó la actividad enzimática retenida en la fase ósea mineral reconstituida con la actividad enzimática 
equivalente agregada en el ensayo de unión. Se calcularon valores de 0,98 % y 13,3 % de actividad de proteína total 45 
unida a la fase mineral ósea para sALP y sALP-D10, respectivamente. Una diferencia de unión de más de 13 veces a 
favor de sALP-D10 sugiere que la secuencia de deca-aspartato fusionada al extremo C dirige directamente a sALP a 
la fase mineral del hueso. Además, el hecho de que haya sido posible medir directamente la actividad de ALP unida 
a la fase mineral del hueso indica que la enzima está unida de forma competente desde el punto de vista catalítico a 
los cristales de hidroxiapatita. 50 
 
Dicha proteína de fusión se puede dirigir directamente a los huesos donde la acumulación de PPi inhibe la 
mineralización esquelética. 
 
EJEMPLO 7 55 
 
D10-ALP disminuye el efecto inhibidor del pirofosfato sobre la mineralización ósea 
 
Se cultivaron las células UMR106 hasta la confluencia. Después, se cultivaron durante otros 7 días en medio que 
contenía β-glicerofosfato 10 mM para inducir la mineralización. A lo largo de este período de cultivo de 7 días, se 60 
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trataron las células con o sin pirofosfato (PPi) 75 µM, un inhibidor de la mineralización y un sustrato de fosfatasa 
alcalina. Para evaluar la capacidad de la fosfatasa alcalina de rescatar la inhibición de la mineralización inducida por 
PPi, se cultivaron células tratadas con o sin PPi con concentraciones variadas de D10-sALP semipurificado 
producido a partir de HEK293, células de riñón embrionarias humanas. Se evaluó la mineralización mediante 
absorción de 45Ca. Los parámetros utilizados para este experimento se presentan en la tabla 2 abajo. 5 
 
TABLA 2 - PARÁMETROS UTILIZADOS EN D10-ALP SOBRE LA INHIBICIÓN DE LA MINERALIZACIÓN INDUCIDA 
POR PPI 

ALP [ALP] (unidades/pocillo) µl ALP/pocillo β-GP (mM) PPi (µM) 
- 0 0 10 0 
- 0 0 10 75 
D10-sALP 1,5 0,5 10 0 
D10-sALP 1,5 0,5 10 75 
D10-sALP 3 1,0 10 0 
D10-sALP 3 1,0 10 75 
D10-sALP 4,5 1,5 10 0 
D10-sALP 4,5 1,5 10 75 
D10-sALP 6 2 10 0 
D10-sALP 6 2 10 75 

 
7 días de tratamiento con PPi produjeron una disminución del 43 % en la mineralización. El cotratamiento de los 10 
cultivos con D10sALP produjo un rescate que responde a la dosis de esta inhibición de la mineralización. El 
tratamiento con 1,5 unidades de D10-sALP produjo una disminución del 30 %, 3 y 4,5 unidades una disminución del 
24 % y 6 unidades produjeron una disminución del 15 % en la mineralización, lo que corresponde a un rescate del 
65 % de la inhibición de la mineralización inducida por PPi. 
 15 
Estos resultados muestran que el tratamiento de los osteoblastos mineralizantes con D10-sALP rescata de forma que 
responde a la dosis la inhibición de la mineralización inducida por PPi. 
 
Los ejemplos anteriores muestran que una fusión de poli-aspartato con proteínas recombinantes aumenta su unión a 
la fase mineral del hueso o al tejido óseo y aumenta la capacidad de la proteína para llevar a cabo su actividad 20 
biológica en comparación con cuando se administra sola. 
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Se describe: 
 
1. Un conjugado para administración ósea que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en: 
 
        A)     X-Dn-Y-proteína-Z; 15 
 
y 
 
        B)     Z-proteína-Y-Dn-X, 
 20 
donde X está ausente o es una secuencia de aminoácidos de al menos un aminoácido; 
Y está ausente o es una secuencia de aminoácidos de al menos un aminoácido; 
Z está ausente o es una secuencia de aminoácidos de al menos un aminoácido; y 
Dn es un poli aspartato donde n = 10 a 16. 
 25 
2. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 1, donde la proteína es un gen regulador de fosfato 
soluble con homología para las endopeptidasas en el cromosoma X (sPHEX). 
 
3. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 2, donde dicha estructura es: X-Dn-Y-sPHEX-Z. 
 30 
4. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 3, donde sPHEX tiene una secuencia seleccionada 
del grupo que consiste en los aminoácidos 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. 
 35 
5. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 3, donde el sPHEX consiste en la secuencia de 
aminoácidos 46 a 749 de la figura 10 y n=10. 
 
6. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 1, donde la proteína es una fosfatasa alcalina 
soluble (sALP). 40 
 
7. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 6, donde dicha estructura es: Z-sALP-X-Dn-Y. 
 
8. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 7, donde sALP está codificado por la secuencia 
como se presenta en la figura 16A. 45 
 
9. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 7, donde el sALP tiene la secuencia como se 
presenta en la figura 16B. 
 
10. Un conjugado para administración ósea como se menciona en 7, donde n=10. 50 
 
11. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en: 
 
a) un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos como se presenta 55 
en la figura 8; 
b) un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos como se presenta 
en la figura 11; 
c) un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos como se presenta en la figura 7; 
d) una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleótidos 60 
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en (a), (b) o (c); y 
e) una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos en (a), (b), (c) o (d), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: 
prehibridación e hibridación en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de 
salmón fragmentado desnaturalizado a 68 ºC; y lavados en 2XSSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 5 
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 ºC 
tres veces durante 5 minutos. 
 
12. Un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos aislada de 11. 
 10 
13. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector de 12. La presente invención se refiere a: 
 
14. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en: 
 15 
a) un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos como se presenta en la figura 17A; 
b) un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos como se presenta 
en la figura 17B; 
c) una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleótidos en 
(a) o (b); y 20 
d) una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de 
nucleótidos en (c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridación e hibridación en 6XSSC, 
5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmón fragmentado desnaturalizado a 
68 ºC; 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 ºC tres veces durante 5 minutos; donde 25 
dicha molécula de ácido 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: 
 30 
15. Una molécula de ácido nucleico aislada codificante de PHEX soluble funcional que comprende una secuencia de 
polinucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 
 
a) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 54 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 35 
b) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 53 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 
c) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 52 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 
d) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 51 a 749 como se presenta en la 40 
figura 10; 
e) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 50 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 
f) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 49 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 45 
g) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 48 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 
h) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 47 a 749 como se presenta en la 
figura 10; 
i) un polinucleótido codificante de un sPHEX que comprende los aminoácidos 46 a 749 como se presenta en la 50 
figura 10; 
j) una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleótidos en 
(a) a (i); y 
k) una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos en (a) a (j), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridación e 55 
hibridación en 6XSSC, 5Xreactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100mg/ml de ADN de esperma de salmón 
fragmentado desnaturalizado a 68 ºC; 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 ºC tres veces 
durante 5 minutos. 
 60 
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16. Una molécula de ácido nucleico aislada como se menciona en 15 que además comprende en su extremo 5', un 
polinucleótido codificante de un poli-aspartato seleccionado del grupo que consiste en D10 a D16. 
 
17. Un polipéptido de sPHEX aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: 
 5 
a) los aminoácidos 54 a 749 como se presenta en la figura 10; 
b) los aminoácidos 53 a 749 como se presenta en la figura 10; 
c) los aminoácidos 52 a 749 como se presenta en la figura 10; 
d) los aminoácidos 51 a 749 como se presenta en la figura 10; 
e) los aminoácidos 50 a 749 como se presenta en la figura 10; 10 
f) los aminoácidos 49 a 749 como se presenta en la figura 10; 
g) los aminoácidos 48 a 749 como se presenta en la figura 10; 
h) los aminoácidos 47 a 749 como se presenta en la figura 10; y 
i) los aminoácidos 46 a 749 como se presenta en la figura 10. 
 15 
18. Una composición para administración ósea que comprende un conjugado para administración ósea como se 
menciona en 1 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
19. Un uso de un conjugado para administración ósea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
10 para administrar una proteína al tejido óseo de un mamífero. 20 
 
20. Un uso de un conjugado para administración ósea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 
para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo caracterizado por una falta de o una 
cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homología para las endopeptidasas en el cromosoma 
X (PHEX), donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo farmacéuticamente aceptable. 25 
 
21. Un uso de un conjugado para administración ósea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 
en la fabricación de un medicamento para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo 
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de gen regulador de fosfato funcional con homología para 
las endopeptidasas en el cromosoma X (PHEX). 30 
 
22. Un uso como se menciona en 20 o 21, donde la afección o la enfermedad es raquitismo hipofosfatémico ligado a 
X (XLH). 
 
23. Un uso de un conjugado para administración ósea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 35 
10 para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo caracterizado por una falta de o una 
cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se encuentra en un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. 
 
24. Un uso de un conjugado para administración ósea como se menciona en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 40 
10 en la fabricación de un medicamento para tratar una afección o enfermedad relacionada con un defecto óseo 
caracterizado por una falta de o una cantidad insuficiente de fosfatasa alcalina funcional, donde dicho conjugado se 
encuentra en un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
25. Un uso como se menciona en 23 o 24, donde la afección o la enfermedad es hipofosfatasia. 45 
 
26. Un procedimiento para evaluar péptidos para uso en un conjugado de proteína-péptido para administración ósea 
que comprende las etapas de: 
 
fusionar un péptido candidato con una proteína indicadora para formar un conjugado de proteína-péptido; 50 
poner en contacto el conjugado con tejido óseo o la fase mineral del hueso; y 
donde el péptido candidato se selecciona cuando la presencia de la proteína indicadora en el tejido óseo o la fase 
mineral del hueso es mayor cuando se conjuga con el péptido candidato que cuando no lo hace. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 55 
 
<110> ENOBIA PHARMA INC. 

Crine, Philippe 
Loisel, Thomas 
Lemire, Isabelle 60 
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Boileau, Guy 
 
<120> CONJUGADOS PARA ADMINISTRACIÓN ÓSEA Y PROCEDIMIENTO DE USO DE ESTOS PARA DIRIGIR 
PROTEÍNAS AL HUESO 
 5 
<130> 12987.50 
 
<140> PCT/CA05/000615 
<141> 2005-04-21 
 10 
<150> US 60/563,828 
<151> 2004-04-21 
 
<150> US 60/614,984 
<151> 2004-10-04 15 
 
<150> US 60/590,347 
<151> 2004-07-23 
 
<160> 44 20 
 
<170> Versión de patente 3.2 
 
<210> 1 
<211> 2280 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Conjugado escindible codificante 30 
 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 759 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220 
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<223> Conjugado de PHEX escindible 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 749 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> PHEX humano natural 
 10 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 718 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
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<223> Conjugado de PHEX soluble 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1524 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fosfatasa alcalina soluble codificante 
 10 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 502 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fosfatasa alcalina soluble 
 10 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 1554 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Conjugado de fosfatasa alcalina soluble codificante 
 10 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 512 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Conjugado de fosfatasa alcalina soluble 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 25 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 10 
<400> 9 
gatccgatga cgatgacgat gacgc     25 
 
<210> 10 
<211> 25 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 
 
<400> 10 
ggccgcgtca tcgtcatcgt catcg      25 
 
<210> 11 25 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 11 
gatccgatga cgatgacgat gacgatgacg atgacgc    37 
 35 
<210> 12 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
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<400> 12 
ggccgcgtca tcgtcatcgt catcgtcatc gtcatcg     37 
 
<210> 13 
<211> 55 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 10 
 
<400> 13 
gatccgatga cgatgacgat gacgatgacg atgacgatga cgatgacgat gacgc   55 
 
<210> 14 15 
<211> 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 14 
ggccgcgtca tcgtcatcgt catcgtcatc gtcatcgtca tcgtcatcgt catcg   55 
 25 
<210> 15 
<211> 61 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 15 
gatccgatga cagtagtgag tcatctgaca gtggcagttc aagtgagagc gatggtgacg   60 35 
 
c       61 
 
<210> 16 
<211> 61 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 45 
 
<400> 16 
ggccgcgtca ccatcgctct cacttgaact gccactgtca gatgactcac tactgtcatc   60 
 
g       61 50 
 
<210> 17 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Artificial 55 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 17 60 
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gatccgattc atctgaagag aaattttttgc gtagaattgg aagattcggt gc   52 
 
<210> 18 
<211> 55 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 10 
<400> 18 
ggccgcaccg aatcttccaa ttctacgcaa aaatttctct tcagatgaat cg   52 
 
<210> 19 
<211> 58 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 
 
<400> 19 
gatcctgtta tgaatcacat gaaagcatgg aatcttatga acttaatccc ttcattgc   58 
 
<210> 20 25 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 20 
ggccgcaatg aagggattaa gttcataaga ttccatgctt tcatgtgatt cataacag   58 
 35 
<210> 21 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 21 
gatcccagaa tgctgtgtcc tctgaagaaa ccaatgactt taaagc    46 45 
 
<210> 22 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 22 55 
ggccgcttta aagtcattgg tttcttcaga ggacacagca ttctgg    46 
 
<210> 23 
<211> 64 
<212> ADN 60 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 5 
<400> 23 
gatccggcag tagtgactca tccgaagaaa atggagatga cagttcagaa gaggaggagg  60 
 
aagc       64 
 10 
<210> 24 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 15 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 24 
ggccgcttcc tcctcctctt ctgaactgtc atctccattt tcttcggatg agtcactact   60 20 
 
gccg       64 
 
<210> 25 
<211> 61 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 30 
 
<400> 25 
gatcccgcaa aggattctac aagagaaagc agtgcaaacc ttcccgtggc cgcaagcgtg   60 
 
c       61 35 
 
<210> 26 
<211> 61 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 26 45 
ggccgcacgc ttgcggccac gggaaggttt gcactgcttt ctcttgtaga atcctttgcg   60 
 
g       61 
 
<210> 27 50 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 55 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 27 
agtcgggatc cggaacaagc agcgtgttct ac     32 
 60 
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<210> 28 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 28 
agatcgcggc cgctcaattg tgcacggtgt gattaaagg    39 10 
 
<210> 29 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<400> 29 20 
ccggagatga cgatgacgat gacgatgacg atgact     36 
 
<210> 30 
<211> 36 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 
 30 
<400> 30 
tctactgcta ctgctactgc tactgctact gaggcc     36 
 
<210> 31 
<211> 18 35 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento humano de MEPE 40 
 
<400> 31 

 
 
<210> 32 45 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Fragmento humano de estaterina 
 
<400> 32 

 
 55 
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<210> 33 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Fragmento humano de MGP 
 
<400> 33 

 10 

 
 
<210> 34 
<211> 13 
<212> PRT 15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento humano de OPN 
 20 
<400> 34 

 
 
<210> 35 
<211> 18 25 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Fragmento humano de BSP2 30 
 
<400> 35 

 
 
<210> 36 35 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 40 
<223> Fragmento humano de IGFBP5 
 
<400> 36 

 
 45 
<210> 37 
<211> 151 
<212> PRT 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Dominio de unión a colágeno de adhesina de colágeno de staphilococcus aureus M81736 
 5 
<400> 37 

 
 
<210> 38 
<211> 41 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de oligonucleótidos 15 
 
<400> 38 
cagtcaaggt ctcttatccg gaagtctcca agctaaacag g    41 
 
<210> 39 20 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador de oligonucleótidos 
 
<400> 39 
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ctgtttagct tggagacttc cggataagag accttgactg g    41 
 
<210> 40 
<211> 25 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de oligonucleótidos 
 10 
<400> 40 
gataaagcag gtcttggggt gcacc     25 
 
<210> 41 
<211> 25 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de oligonucleótidos 20 
 
<400> 41 
gttggcatct gtcacgggct tgtgg      25 
 
<210> 42 25 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador de oligonucleótidos 
 
<400> 42 
tggatccacc atgatttcac cattcttagt ac     32 
 35 
<210> 43 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador de oligonucleótidos 
 
<400> 43 
ttctagacta cgagctggca ggagcacagt ggccg     35 45 
 
<210> 44 
<211> 65 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Cebador de oligonucleótidos 
 
<400> 44 55 
ttctagacta gtcgtcatca tcgtcatcat cgtcgtcatc cgagctggca ggagcacagt   60 
 
ggccg       65 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de polinucleótidos 
seleccionada del grupo que consiste en: 
a. Un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos como se presenta en la SEQ ID NO: 7; 5 
b. Un polinucleótido codificante de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos como se presenta 
en la SEQ ID NO: 8; 
c. Una secuencia de nucleótidos completamente complementaria con cualquiera de las secuencias de nucleótidos 
en a) o b); y 
d. Una secuencia de nucleótidos que se puede hibridar en condiciones de rigurosidad elevada con la secuencia de 10 
nucleótidos en c), donde las condiciones de rigurosidad alta comprenden: prehibridación e hibridación en 6 x SSC, 5 
x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5 % y 100 mg/ml de ADN de esperma de salmón fragmentado desnaturalizado a 
68 ºC; y lavados en 2 x SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 10 min; en 2 x SSC y SDS al 0,1 % a 
temperatura ambiente durante 10 min; y en 0,1 x SSC y SDS al 0,5 % a 65 ºC tres veces durante 5 min; donde dicha 
molécula de ácido nucleico codifica una fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una 15 
secuencia de poliaspartato Dn, donde n=10 a 16. 
 
2. Una molécula de ácido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicación 1 que comprende una 
secuencia de polinucleótidos codificante de la fosfatasa alcalina soluble activa que comprende en el extremo C una 
secuencia de poliaspartato D10(sALP- D10). 20 
 
3. Un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos aislada de acuerdo con las 
reivindicaciones 1 o 2. 
 
4. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector recombinante de acuerdo con la 25 
reivindicación 3. 
 
5. El vector recombinante de acuerdo con la reivindicación 3, que es pCDNA3-RSV-sALP-D10-NEO, 
donde dicho sALP-D10 tiene la secuencia de nucleótidos como se presenta en SEQ ID NO: 7. 
 30 
6. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector recombinante de la reivindicación 5, 
donde la célula hospedadora es una célula HEK293. 
 
7. La molécula de ácido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicación 1, donde el polipéptido en b) es 
la fosfatasa alcalina soluble que comprende en el extremo C una secuencia de poliaspartato D10(sALP-D10). 35 
 
8. La molécula de ácido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicación 1, donde la fosfatasa alcalina 
soluble activa disminuye los niveles de PPi extracelulares. 
 
9. La molécula de ácido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicación 1, donde la fosfatasa alcalina 40 
soluble activa es una fosfatasa alcalina biológicamente activa. 
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