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DESCRIPCION
Proteinas de fusion NPP1
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0001] La ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1 (NPP1/ENPP1/PC-1) es una glicoproteina

transmembrana de tipo Il que forma un homodimero. La proteina escinde una variedad de sustratos, incluyendo
enlaces fosfodiéster de nucleétidos y azlucares de nucleétidos y enlaces pirofosfato de nucleétidos y azlcares de
nucleétidos. La proteina NPP1 funciona para hidrolizar el nucleésido-5'-trifosfato en cualquiera de los monofosfatos
correspondientes, y también hidroliza polifosfatos diadenosina. Las mutaciones en el gen de NPP1 se han asociado
a la calcificacion arterial idiopatica infantil (CAll), resistencia a la insulina, raquitismo hipofosfatémico y osificacion del
ligamento longitudinal posterior de la columna vertebral.

[0002] CAll, una enfermedad recesiva autosomica rara y casi siempre un trastorno mortal, se caracteriza por
la calcificacion de la lamina elastica interna de las arterias musculares y estenosis debida a la proliferacion
miointima. Existen mas de 160 casos de CAIll que se han notificado en todo el mundo. Los sintomas de la
enfermedad suelen aparecen en la primera infancia, y la enfermedad es letal a los 6 meses de edad, en general
debido a la cardiomiopatia isquémica y otras complicaciones de la arteriopatia obstructiva incluyendo estenosis de la
arteria renal. En mas de una docena de casos notificados de CAll, también se desarrollaron en la infancia
calcificaciones periarticulares de las grandes articulaciones. Rutsch y col. (2003) notificaron que las mutaciones en
ENPP1 se asocian a CAIll caracterizada por las calcificaciones periarticulares y aérticas espontaneas en la vida
temprana y la reduccion sistémica de la actividad nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa en los individuos
afectados.

[0003] Johnson y col. (Journal of Bone and Mineral Research, 2003, 13(6): 994-1004) notifican que la
deficiencia extracelular de PPi promovio la deficiencia de osteopontina (OPN) y que la correccion de la deficiencia de
OPN previene la hipercalcificacién. Este documento no contiene ensefianza alguna para utilizar moléculas de NPP1
u OPN terapéuticamente solubles, y no hace referencia alguna en lo que respecta a las formas de NPP1 a las que
se orienta selectivamente.

[0004] Millan y col. (Journal of Bone and Mineral Research, 2008, 23(6): 777-787) describen una terapia de
reemplazo enzimatico en ratones Akp2/, en la que una forma de la fosfatasa alcalina humana (TNALP)
recombinante orientada selectivamente al hueso se expresa y se utiliza para prevenir la hipofosfatasia murina. Este
documento no hace referencia en cuanto a la actividad u orientacion selectiva de las proteinas de fusion NPP1.

[0005] Aungue los defectos en la proteina NPP1 se han implicado en tales enfermedades graves como CAll,
no existe un tratamiento disponible en la técnica para aquellos que estan afectados por la enfermedad. Por lo tanto,
existe una necesidad imperiosa de una composicion, formulacion y medicamento eficaces y seguros para el
tratamiento de la CAll, resistencia a la insulina, raquitismo hipofosfatémico y osificacion del ligamento longitudinal
posterior de la columna vertebral.

RESUMEN DE LA INVENCION
[0006] La presente invencién se presenta en las reivindicaciones anexas y se describe en lo sucesivo.

[0007] La presente descripcién se dirige en general a proteinas de fusién de dominios truncados de NPP1 (es
decir, un componente de NPP1) fusionados a una fracciéon diana. La fracciéon diana funciona para potenciar la
eficiencia en la orientacion selectiva de la proteina de fusion NPP1 a un sitio de importancia clinica o biolégica (por
ejemplo, sitio de la calcificacién en un sujeto que necesita reducir la calcificacién). Sin desear limitar la invencién a
teoria alguna o mecanismo de operacion particular, se cree que la funcion del componente de NPP1 inhibe la
calcificacion al potenciar la formacién de pirofosfato (PPi) y/o al escindir pirofosfato para producir fosfato soluble (Pi)
y/o al aumentar la disponibilidad de adenosin monofosfato (AMP) y/o adenosina. Se contempla que la fraccion diana
puede fijarse al extremo N-terminal y/o al extremo C-terminal del componente de NPP1 en cualquier posicion dutil.
Adicionalmente, la proteina de fusidn NPP1 descrita en esta invencién también puede incluir uno o mas de un
fragmento Fc, PEG, enlazador polipeptidico u otros polipéptidos adicionales para potenciar la actividad, estabilidad u
orientacion selectiva enzimatica.

[0008] Las proteinas de fusién de la presente descripcién pueden utilizarse para tratar una amplia variedad
de afecciones en un sujeto. Cualquier afeccién que puede tratarse de forma beneficiosa por la administraciéon de una
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proteina de fusion como se describe en esta invencion se incluye dentro del alcance de la descripcién. Por ejemplo,
el tratamiento de afecciones que pueden mejorarse mediante la reduccién y/o eliminacién de una o0 mas estructuras
de calcificacion y/o la prevencion de las estructuras de calcificacion de la formacién en un sujeto, tal como un
mamifero, por ejemplo, un paciente humano, esta dentro del alcance de la descripcién. Las afecciones, tales como
obstruccidn arterial, se contemplan para el tratamiento mediante el empleo de proteinas de fusion de la descripcion.
En un caso particularmente Util, la afeccion a tratar se generaliza como la calcificacion arterial de la infancia, también
referida como calcificacion arterial idiopatica de la infancia y calcificacion arterial de la media de la infancia.
Asimismo, se contemplan afecciones, tales como resistencia a la insulina, raquitismo hipofosfatémico y osificacion
del ligamento longitudinal posterior de la columna vertebral para el tratamiento.

[0009] Las proteinas de fusion de la descripcion pueden producirse en cualquier sistema Gtil de expresion de
proteinas, incluyendo, sin limitacién, cultivo celular (por ejemplo, células CHO, células COS, células HEK203),
bacterias tales como Escherichia coli (E. coli) y animales transgénicos, incluyendo, entre otros, mamiferos y aves
(por ejemplo, pollos, codornices, patos y pavos).

[0010] La fabricacion de composiciones farmacéuticas (o formulaciones farmacéuticas) es bien conocida en
la materia y tales composiciones farmacéuticas se contemplan para su uso de acuerdo con proteinas de fusion de la
descripcion.

[0011] En general, la dosificacion de proteinas de fusidbn administrada a un sujeto variara en funcién de
factores conocidos, tales como la edad, la salud y el peso del receptor, el tipo de tratamiento concurrente, la
frecuencia del tratamiento y similares. Por lo general, una dosificacién de principio activo (es decir, proteina de
fusién) puede comprenderse entre aproximadamente 0,0001 y aproximadamente 50 miligramos por kilogramo de
peso corporal. La dosificacion precisa, la frecuencia de administracion y el lapso de tiempo del tratamiento pueden
determinarse por un médico experto en la materia de administraciéon de proteinas terapéuticas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0012]

La Figura 1 ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina NPP1 de tipo natural. Las regiones citosélicas y
transmembrana estan subrayadas. Los sitios potenciales de N-glicosilacion estan en negrita. PSCAKE en cursiva
es el inicio de NPP1 soluble que incluye la regién rica en cisteina.

La Figura 2 ilustra la secuencia de aminoacidos del dominio o dominios cataliticos de la proteina NPP1 que no
tiene una fraccién diana unida ("sssNPP1").

La Figura 3 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1. La fraccion diana de ocho residuos de acido
aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de sssNPP1.El péptido sefial esta subrayado y la
fraccion diana se indica en negrita.

La Figura 4 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1 que contiene la fraccion diana de diez residuos
de acido aspartico consecutivos fusionados al extremo C-terminal de sssNPP1.El péptido sefial esta subrayado y
la fraccion diana se indica en negrita.

La Figura 5 ilustra la secuencia de acido nucleico de la proteina de fusion TAGssNPP1. La fraccién diana de
ocho residuos de acido aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de ssNPP1.

La Figura 6 ilustra la secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusién TAGssNPPL1. La fraccién diana de ocho
residuos de acido aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de ssNPP1. El péptido sefial esta
subrayado y la fraccién diana se indica en negrita.

La Figura 7 ilustra la secuencia de acido nucleico de ssNPP1.

La Figura 8 ilustra la secuencia de aminoéacidos de ssNPP1. El péptido sefial esta subrayado.

La Figura 9 ilustra la secuencia de acido nucleico de sNPP1.

La Figura 10 ilustra la secuencia de aminoacidos de sNPP1. El péptido sefial esta subrayado.

La Figura 11 ilustra la secuencia de acido nucleico de TAGsNPP1. La fraccion diana de ocho residuos de acido
aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de sNPP1.

La Figura 12 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsNPP1. La fraccién diana de ocho residuos de acido
aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de ssNPP1. El péptido sefial esta subrayado y la
fraccion diana se indica en negrita.

La Figura 13 ilustra la secuencia de acido nucleico de TAGSNPPL1. La fraccion diana de ocho residuos de acido
aspartico consecutivos se fusiona al extremo C-terminal de sSNPP1.

La Figura 14 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsNPP1. La fraccion diana de ocho residuos de acido
aspartico consecutivos se fusiona al extremo N-terminal de sSNPP1. El péptido sefial esta subrayado y la fraccién
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diana se indica en negrita.

La Figura 15 ilustra la secuencia de aminoacidos de un péptido enlazador.

La Figura 16 ilustra la secuencia de aminoacidos de un segmento Fc de inmunoglobulina.

La Figura 17 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1 que contiene la fraccién diana de ocho
residuos de acido aspartico consecutivos fusionados al extremo N-terminal de sssNPP1 por un enlazador
peptidico. El segmento Fc se fusiona al extremo N-terminal de la fraccién diana. El péptido sefial esta subrayado
y la fraccién diana se indica en negrita. El enlazador peptidico esta en cursiva.

La Figura 18 ilustra la secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1 que contiene la fraccién diana de ocho
residuos de acido aspartico consecutivos fusionados al extremo C-terminal de sssNPP1 por un enlazador
peptidico. El segmento Fc se fusiona al extremo N-terminal de sssNPP1. El péptido sefial esta subrayado y la
fraccion diana se indica en negrita. El enlazador peptidico esta en cursiva.

La Figura 19 es una representacion esquematica de un vector de expresion (es decir, pTT22) que contiene una
construccién de TAGsNPP1. La fraccidn diana de ocho residuos de acido aspartico consecutivos se fusiona al
extremo C-terminal de sSNPP1.

La Figura 20 ilustra el andlisis por membrana Western de TAGsNPPL1. R, condicion reductora; NR, condicién no
reductora.

La Figura 21 demuestra la actividad enzimatica de TAGsNPP1 producida y aislada a partir de células HEK293.
Las Figuras 22A-22C ilustran esquemas de construcciones de proteinas de fusion TAGNPP1 descritas en esta
invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0013] La presente descripcion proporciona proteinas de fusion NPP1 innovadoras humanas que son
solubles y contienen dominio o dominios truncados y biolégicamente activos de NPP1 (es decir, componentes de
NPP1 que contienen al menos un dominio catalitico extracelular de NPP1 de origen natural para la actividad
pirofosfatasa y/o fosfodiesterasa) y una o mas fracciones diana (es decir, "TAG"). Las proteinas de fusién NPP1 de
la presente descripcién comprenden al menos el dominio NPP1 esencial para llevar a cabo la actividad pirofosfatasa
ylo fosfodiesterasa. Por consiguiente, la descripcion presenta proteinas de fusién aisladas que comprenden los
residuos de aminoacidos A205 a L591 de la SEC. ID. N.° 1 fusionados a una o mas fracciones diana. La fraccion
diana puede fusionarse de manera recombinante o unirse quimicamente (por ejemplo, enlace covalente, enlace
i6nico, enlace hidréfobo y fuerza de Van der Waals) al componente de NPP1 por procedimientos bien conocidos en
la materia y dirigir el componente de NPP1 a un determinado sitio diana en el que el componente de NPP1 adjunto
tendra un efecto deseable (por ejemplo, catdlisis de una reaccién, tal como la solubilizacién de un sustrato, tal como
PPi o prevencién de la formacién de un sustrato, tal como PPi) en un sujeto al que se administra la proteina de
fusion de la presente descripcion.

TAGNPP1s

[0014] Todas las proteinas de fusion NPP1 ("TAGNPP1s") de la presente descripcién tienen el dominio N-
terminal citosoélico y el dominio transmembrana de la NPP1 humana de origen natural eliminados. Opcionalmente,
las proteinas de fusion TAGNPP1s de la presente descripcion también pueden contener un truncamiento C-terminal
de NPP1 de tipo natural en varias longitudes. La secuencia de aminoacidos de NPP1 de longitud completa de tipo
natural se expone en la SEC. ID. N:° 1.

[0015] La proteina de fusion de la presente invencién es una proteina de fusibn que comprende un
componente de NPP1 fusionado a una fraccion diana, en la que el componente de NPP1 es una NPP1 truncada que
comprende la region rica en cisteina y un dominio catalitico que tiene una actividad pirofosfatasa y/o fosfodiesterasa
pero cuyo dominio N-terminal citosélico y el dominio transmembrana se han eliminado, en la que la fraccién diana es
capaz de potenciar la orientacion selectiva de la proteina de fusién a un sitio de calcificacion, y en la que dicha
fraccion diana se fusiona al extremo C-terminal del componente de NPP1.

[0016] En un caso, la proteina de fusién contiene un polipéptido que comprende los residuos de aminoacidos
A205 a L591 de la SEC. ID. N.° 1 ("sssNPP1") fusionados a TAG en el extremo N- o C-terminal del polipéptido
("TAGsssNPP1"). En un caso, la proteina de fusion comprende un polipéptido que comprende los residuos de
aminoacidos A205 a D925 de la SEC. ID. N.° 1 ("ssNPP1") fusionados a TAG en el extremo N- o C-terminal
("TAGssNPP1"). En un caso, la proteina de fusibn comprende un polipéptido que comprende los residuos de
aminoacidos A205 a D925 de la SEC. ID. N.° 1 ("sNPP1") fusionados a TAG en el extremo C-terminal del
polipéptido. Asimismo, en esta invencion se describe cualquier fragmento consecutivo de sNPP1 que comprende al
menos los residuos de aminoacidos A205 a L591 de la SEC. ID. N.° 1 y el fragmento polipeptidico se fusiona a TAG
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en el extremo N- o C-terminal.

[0017] Cuando se expresa en un cultivo celular o en un animal transgénico, las proteinas de fusion TAGNPP1
pueden comprender ademas un péptido sefial (0 una secuencia lider) en su extremo N-terminal. El péptido sefial co-
traduccionalmente o post-traduccionalmente dirige el transporte de las proteinas de fusién TAGNPP1 a través de los
organulos subcelulares de la célula que expresa las proteinas de fusion TAGNPP1 y, determina asi la modificacion
post-traduccional de las proteinas de fusion TAGNPP1. Queda entendido que debido a que el péptido sefial se
escinde en la etapa co-traduccional o post-traduccional de la proteina de fusion, las proteinas de fusion TAGNNP1
carecen generalmente del péptido sefial cuando se secretan y aislan. Por consiguiente, se describen en los casos
en los que se dirigen a las secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion TAGNPP1, también
se contemplan las secuencias lider como se utiliza en la presente descripcion. Por ejemplo, la secuencia de
nucleotidos expuesta en la SEC. ID. N.° 2 contiene un ejemplo de la secuencia lider para TAGNNP1 en su extremo
5"

[0018] Cada una de las proteinas de fusion descritas en esta invencién se contempla con una o mas
fracciones diana ("TAG"). El componente de TAG de acuerdo con la presente descripcién comprende cuatro o mas
aminoacidos cargados negativamente, tales como acido aspartico y acido glutamico. El componente de TAG puede
ser una extension de residuos de aminoacidos cargados negativamente, por ejemplo, acidos aspartico y/o acidos
glutamico que se comprenden entre aproximadamente 4 y aproximadamente 20 residuos de aminoéacidos de
longitud. EI TAG puede fusionarse al extremo N- o C-terminal del componente de NPP1. El TAG también puede
fusionarse a ambos extremos N- y C-terminales del componente de NPP1. Por consiguiente, la secuencia de
aminoacidos de la proteina de fusion TAGsNPP1, por ejemplo, incluye PSCAKE al extremo C-terminal del
componente de NPP1 y una o mas fracciones diana (por ejemplo, etiqueta de acido poliglutamico o etiqueta de acido
poliaspartico) en los extremos N- y/o C-terminal del componente de NPP1. La proteina de fusién que comprende el
componente de NPP1 que tiene TAG fusionado al extremo C-terminal es un caso particularmente Gtil. En un caso
muy especifico, TAG que tiene una extension de ocho acidos asparticos se emplea como puede apreciarse en las
secuencias ejemplares para TAGSNPP1 y TAGssNPP1 en las Figuras, aunque se puede utilizar cualquier nUmero
util de residuos de aminoacidos cargados negativamente (por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 0
18). El componente de TAG se indica como "A" en las Figuras.

[0019] La descripcion también abarca polinucleétidos que codifican diversas proteinas de fusion TAGNPP1
descritas en esta invencion. Por consiguiente, cualquier secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos de cualquier proteina de fusion TAGNPP1 se puede utilizar para generar moléculas recombinantes que
expresan la proteina de fusion TAGNPP1 correspondiente. En un caso particular, la descripcion abarca el
polinucleétido que comprende la secuencia de acido nucleico de la SEC. ID. N.° 2 como se muestra en la Fig. 2.

[0020] En ciertos casos especificos, la proteina de fusion comprende mdltiples polipéptidos como se describe
en esta invencién, o comprende al menos un polipéptido como se describe en esta invencién y una secuencia no
relacionada. Un determinado polipéptido preferente puede, por ejemplo, ayudar en la dimerizacién y la estabilidad o
minimizar la agregacion de las proteinas de fusion. Por ejemplo, el polipéptido adicional puede ser la region Fc de la
inmunoglobulina G1 para aumentar la estabilidad en suero. El uso del segmento Fc es bien conocido en la materia y
se describe en la patente de Estados Unidos n.° 7.902.151 y en la patente de Estados Unidos n.° 7.858.297. La
region rica en cisteina de NPP1 de tipo natural (es decir, PSCAKE a NEPQCP; la secuencia de aminoacidos de P99
a P204 de la SEC. ID. N.° 1) se puede emplear para facilitar la dimerizacion de las proteinas de fusién TAGNPP1.

[0021] En otro caso, el polietilenglicol (PEG) se pueden conjugar con las proteinas de fusién TAGNPPL1.
Otros polipéptidos pueden seleccionarse a efectos de minimizar la agregacion y la inmunogenicidad para aumentar
la solubilidad de la proteina o para permitir que la proteina se oriente selectivamente a los sitios deseados de
importancia clinica o biolégica.

[0022] TAGNPP1 puede también fusionarse o conjugarse con un enlazador polipeptidico apropiado u otra
secuencia para facilitar su identificacion, sintesis, o purificacion de la proteina de fusién o para preservar mejor la
estructura nativa del componente de NPP1 que puede potenciar la actividad y la orientacion selectiva de TAGNPP1.
Especificamente, una secuencia enlazadora peptidica puede emplearse para separar el primer y el segundo
componentes polipeptidicos por una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliegue en sus
estructuras secundaria y terciaria. Dicha secuencia enlazadora peptidica se incorpora en la proteina de fusion entre
el componente de NPP1 y el componente de TAG utilizando técnicas estandares bien conocidas en la materia. Las
secuencias enlazadoras peptidicas adecuadas pueden elegirse basandose en su capacidad para adoptar una
conformacioén extendida flexible y su incapacidad para adoptar una estructura secundaria que podria interactuar con
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la porcion funcional en NPP1, TAG u otros polipéptidos secundarios descritos en esta invencion (por ejemplo, Fc).
Las secuencias enlazadoras peptidicas preferentes contienen residuos de Gly, His, Asn y Ser. Los enlazadores
peptidicos utiles incluyen, sin limitacion, poli-Gly, poli-His, poli-Asn o poli-Ser. Otros aminoacidos casi neutros, tales
como Thr y Ala también se pueden utilizar en la secuencia enlazadora. Las secuencias de aminoacidos que se
pueden emplear de forma (til como enlazadores incluyen las descritas en Maratea y col, Gene 40:39-46, 1985;
Murphy y col., Proc. Natl. Acad Sci. EE. UU. 83:8258-8262, 1986; patente de Estados Unidos n.° 4.935.233 y patente
de Estados Unidos n.° 4.751.180. La secuencia enlazadora puede comprender de 1 a aproximadamente 20 residuos
de aminoacidos de longitud. Preferentemente, el enlazador polipeptidico comprende entre aproximadamente 8 y
aproximadamente 12 aminoéacidos de longitud. En un caso preferente, el enlazador peptidico utilizado en la
invencion es GGGGSGGGGS (SEC. ID. N.° 15), aunque se puede emplear cualquier combinacion funcional de Gly,
Ser, His o Asn.

[0023] Las proteinas de fusién también pueden comprender TAGNPPL1 de la presente descripcién junto con
un polipéptido no relacionado. Preferentemente, el polipéptido no relacionado es capaz de potenciar la orientacion
selectiva de la proteina de fusion al sitio de importancia clinica o bioldgica (por ejemplo, sitio de calcificacion). Por
ejemplo, los péptidos que tienen una elevada afinidad al hueso se describen en la patente de Estados Unidos n.°
7.323.542.

[0024] TAGNPP1 se puede preparar utilizando procedimientos estandares, incluyendo técnicas
recombinantes o conjugacién quimica bien conocidas en la materia. Las técnicas Utiles para el aislamiento y la
caracterizacion de los acidos nucleicos y proteinas de la presente descripcion son bien conocidas por los expertos
en la materia y la biologia molecular estandar y pueden consultarse los manuales de bioquimica para seleccionar
protocolos adecuados para su uso sin experimentacion indebida. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 22 ed., Cold Spring Harbor. Brevemente, las secuencias de ADN que
codifican los componentes polipeptidicos pueden ensamblarse por separado y ligarse a un vector de expresion
apropiado. Por ejemplo, el extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica el componente NPP1 se liga, con o sin
un enlazador peptidico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo componente polipeptidico,
tal como TAG PEG, o Fc de modo que los marcos de lectura de las secuencias estan en fase. Esto permite la
traduccién en una Unica proteina de fusion que retiene la actividad biolégica de ambos polipéptidos componentes.
Las secuencias de ADN ligadas se vinculan operativamente a elementos reguladores transcripcionales o
traduccionales adecuados incluyendo un promotor. Los elementos reguladores responsables de la expresion de
ADN se localizan sélo en 5' en la secuencia de ADN que codifica el primer polipéptido, tal como la secuencia lider
que codifica un péptido sefial. De manera similar, los codones de terminacion requeridos para finalizar las sefiales
de terminacion de la traduccion y de la transcripcion sélo estan presentes en 3' en la secuencia de ADN que codifica
el segundo polipéptido.

[0025] La presente descripcion también abarca variantes de TAGNPP1l. Una variante de TAGNPP1
preferente es una que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de 80 %, 85 %, 90 %, 95 % y mas
preferentemente 96 % con respecto a la secuencia de aminoacidos A205 a L591 de la SEC. ID. N.° 1. Una variante
de TAGNPP1 mas preferente es una que tiene identidad de secuencia de aminoacidos de al menos el 97 % con
respecto a la secuencia de aminoacidos A205 a L591 de la SEC. ID. N.° 1.

[0026] La descripcion también se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende el complemento de
la SEC. ID. N.° 2 o variantes de la misma. Ademas, la presente descripcion también cuenta con secuencias
polinucleotidicas que se hibridan en condiciones rigurosas a la SEC. ID. N.° 2 y cuya secuencia antisentido es 85 %,
90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntica a la SEC. ID. N.° 2. Las condiciones de hibridacion se basan en la
temperatura de fusion (Tf) del acido nucleico unido a un complejo o sonda, como se ensefia en Wahl, G. M. y S. L.
Berger (1987; Methods Enzymol. 152:399-407) y Kimmel, A. R. (1987; Methods Enzymol. 152:507-511), y se puede
utilizar en una rigurosidad definida.

[0027] La descripcion contempla adicionalmente secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos,
oligonucleétidos, acidos nucleicos peptidicos (ANP), fragmentos, porciones o moléculas antisentido de los mismos.

[0028] Aunque las secuencias nucleotidicas que codifican TAGNPP1 y sus variantes son preferentemente
capaces de hibridarse a la secuencia nucleotidica de TAGNPP1 en condiciones de rigurosidad apropiadamente
seleccionadas, puede resultar ventajoso producir secuencias nucleotidicas que codifican TAGNPP1 o sus derivados
gue poseen un uso de codon sustancialmente diferente. Los codones se pueden seleccionar para aumentar la tasa a
la que la expresion del péptido se produce en un huésped procariota o eucariota particular de acuerdo con la
frecuencia con la que los codones particulares son utilizados por el huésped. Otras razones para alterar
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sustancialmente la secuencia de nucleétidos que codifica TAGNPP1 y sus derivados sin alterar las secuencias de
aminoacidos codificadas incluyen la produccién de transcritos de ARN que tienen propiedades mas deseables, tales
€Como una mayor semivida.

[0029] Las secuencias alteradas de acido nucleico que codifican TAGNPP1 abarcadas por la descripcion
incluyen deleciones, inserciones, o sustituciones de diferentes nucleétidos que resultan en un polinucleétido que
codifica el mismo o un equivalente funcional de TAGNPP1. La proteina codificada también puede contener
deleciones, inserciones, o sustituciones de residuos de aminoacidos que producen un cambio silencioso y resultan
en un equivalente funcional de TAGNPP1. Las sustituciones deliberadas de aminoacidos pueden efectuarse sobre la
base de similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los
residuos, siempre que se retenga la actividad biolégica de TAGNPP1. Por ejemplo, los residuos de aminoacidos
cargados positivamente incluyen Lys y Arg; los residuos de aminoacidos cargados negativamente incluyen Asp y
Glu; y los aminoacidos con grupos principales polares no cargados que tienen hidrofilicidad similar pueden incluir
Leu, lle,y Val; Gly y Ala; Asp y GIn; Sery Thr; Phe y Tyr.

Vector de expresion

[0030] Los procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la materia se pueden utilizar para
construir vectores de expresion que contienen secuencias que codifican TAGNPP1 y elementos de control
transcripcionales y traduccionales apropiados. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas, y recombinacion genética in vivo. Tales técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook, J. y
col. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N. Y., y Ausubel, F. M. y
col. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N. Y..

[0031] Una variedad de sistemas de vector de expresion /huésped puede utilizarse para contener y expresar
secuencias que codifican TAGNPP1. Estos incluyen, entre otros, microorganismos, tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion de ADN bacteriéfagos recombinantes, plasmidicos, o cosmidos; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insecto infectados por vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus) o por vectores de expresiéon bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti o
pBR322); o sistemas de células animales (por ejemplo, vector pTT22).

[0032] Los elementos de control o secuencias reguladoras pueden incluir aquellas regiones no traducidas de
vector-potenciadores, promotores, regiones no traducidas 5' y 3' que interactian con proteinas celulares del huésped
para llevar a cabo la transcripcion y la traduccién. Tales elementos pueden variar en su fuerza y especificidad.
Dependiendo del sistema de vector y huésped utilizados, se puede utilizar cualquier nimero de elementos de
transcripcién y traduccion adecuados, incluyendo, promotores especificos del tejido, promotores constitutivos e
inducibles. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden utilizarse promotores inducibles, tales
como el promotor lacZ hibrido del fagomidio Bluescript™ (Stratagene, LaJolla, California) o plasmido pSportl™
(Gibco BRL) y similares. En los sistemas de células de mamiferos, se prefieren promotores de genes de mamifero o
de virus de mamiferos. Si es necesario generar una estirpe celular que contenga multiples copias de una secuencia
que codifica TAGNPP1, se pueden utilizar vectores basados en SV40 o VEB con un marcador de seleccién
apropiado. Cuando se utiliza un sistema de expresion aviar, los vectores adecuados para la expresion de diversas
construcciones de TAGNPP1 se describen en la patente de Estados Unidos n.° 6.730.822; patente de Estados
Unidos n.° 6.825.396; patente de Estados Unidos n.° 6.875.588; patente de Estados Unidos n.° 7.294.507; patente
de Estados Unidos n.° 7.521.591; patente de Estados Unidos n.° 7.534.929; y solicitud de patente de Estados
Unidos numero de serie 11/376.023. Brevemente, cuando se emplea un sistema de expresién aviar para expresar
TAGNPP1, se contemplan promotores especificos adecuados de oviducto, por ejemplo, y sin limitacién, promotores
ovomucoide, promotores de ovoalbimina, promotores de lisozima, promotores de conalbumina, promotores de
ovomucina, promotores de ovotransferrina y porciones funcionales de cada uno de estos promotores. Los
promotores no especificos adecuados pueden incluir, por ejemplo y sin limitacién, promotores de citomegalovirus
(CMV), promotores de MDOT y promotores del virus del sarcoma de Rous (VSR), promotores del virus de la
leucemia murina (VLM), promotores del virus del tumor mamario de ratéon (VTMR) y promotores SV40 y porciones
funcionales de cada uno de estos promotores. Ejemplos no limitantes de otros promotores que pueden ser Utiles
incluyen, sin limitacion, promotores Pol Il (por ejemplo, promotores Pol Il de tipo 1, tipo 2 y tipo 3), tales como
promotores H1, promotores U6, promotores de ARNt, promotores MPR de RNasa y porciones funcionales de cada
uno de estos promotores. Normalmente, las secuencias de terminacion funcionales se seleccionan para su uso en la
presente descripcion de acuerdo con el promotor que se emplea.

Células huésped
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[0033] La presente descripcion incluye la produccion de TAGNPP1 soluble en un sistema aviar transgénico
(por ejemplo, pollo transgénico) como es bien conocido en la materia, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos
n.° 7.534.929. La produccion del sistema aviar (por ejemplo, en el oviducto aviar) de un componente de NPP1 con o
sin una fraccién diana (por ejemplo, ssNPP1, sNPP1, TAGSNPP1 y TAGssNPP1) esta dentro del alcance de la
descripcion. Ademéas, TAGNPP1 producido en cualquier sistema de expresion de proteinas (til, incluyendo, sin
limitacion, aves transgénicas, mamiferos transgénicos, cultivo celular (por ejemplo, células CHO, células HEK293 y
células COS), bacterias tales, como E. coli, animales transgénicos, tales como mamiferos y aves (por ejemplo,
pollos, codornices, patos y pavos) y en sistemas vegetales que incluyen lentejas de agua, se contempla en esta
invencion.

[0034] Una cepa de célula huésped puede elegirse por su capacidad para modular la expresién de las
secuencias insertadas o para procesar la TAGNPP1s expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del
polipéptido de TAGNNPL1 incluyen, sin limitacién, acetilacion, carboxilacion, sialilacion, glicosilacién, fosforilacién,
lipidacion, y acilacion. Diferentes células huésped, tales como CHO, COS, HelLa, MDCK, HEK293, y W138, que
tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales actividades post-traduccionales, se
pueden elegir para asegurar la modificacion y procesamiento correctos de la proteina de fusion de la presente
descripcion. La estirpe celular tumoral aviar también se contempla como una célula huésped para expresar el
polipéptido de la presente descripcion. Ejemplos de estirpes celulares aviar Gtiles (por ejemplo, una estirpe celular
tumoral en oviducto aviar) que se pueden emplear en la presente descripcion se describen en la publicacion de
patente de Estados Unidos n.° 2009/0.253.176.

Produccién de TAGNPP1

[0035] TAGNPP1 puede producirse utilizando cualquiera de una variedad de técnicas bien conocidas.
TAGNPP1 codificada por secuencias de ADN, como se describe anteriormente, se puede preparar con facilidad a
partir de las secuencias de ADN utilizando cualquiera de una variedad de vectores de expresion descritos en esta
invencién o bien conocidos por los expertos en la materia. La expresién puede lograrse en cualquier célula huésped
apropiada que ha sido transformada o transfectada con un vector de expresién que contiene una molécula de ADN
que codifica un polipéptido recombinante de la presente descripcion. Los sobrenadantes de sistemas de
huésped/vector adecuados que secretan una proteina de fusién recombinante o polipéptido en medios de cultivo
pueden en primer lugar concentrarse utilizando un filtro disponible comercialmente. Después de la concentracion, el
concentrado puede aplicarse a una matriz de purificacién adecuada, tal como una matriz de afinidad o una resina de
intercambio iénico. Una o mas etapas de HPLC en fase inversa pueden emplearse para purificar adicionalmente un
polipéptido recombinante.

[0036] Para la produccién de proteinas recombinantes de alto rendimiento, se prefiere la expresion estable.
Las estirpes celulares que expresan de forma estable TAGNPP1 se pueden transformar utilizando vectores de
expresion que contienen origenes virales de replicacion y/o elementos de expresion enddgenos y/o un gen marcador
seleccionable en el mismo o en un vector separado. Tras la introduccion del vector, las células pueden cultivarse
durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El fin del marcador
seleccionable es conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la recuperaciéon de
células que expresan satisfactoriamente las secuencias introducidas. Los clones resistentes de células
transformadas de manera estable pueden proliferar utilizando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo de
célula. Los procedimientos para producir proteina exdgena en estirpes celulares de mamifero son bien conocidos en
la materia. Los ejemplos ilustrativos de este y otros aspectos y casos de la presente divulgacion para la produccién
de polipéptidos heterologos, tales como proteinas de fusion TAGNPP1l en células aviares, se describen
completamente en la solicitud de patente de Estados Unidos nimero de serie 09/877.374, depositada el 8 de junio
de 2001, publicada como el documento US 2002/0108132-A1l el 8 de agosto de 2002, y la solicitud de patente de
Estados Unidos nimero de serie 10/251.364, depositada el 18 de septiembre de 2002. Ejemplos de la produccion de
proteinas exdgenas en estirpes celulares tumorales aviares también se describen en la publicacion de patente de
Estados Unidos n.° 2009/0.253.176.

[0037] Se contempla especificamente la produccion de las proteinas TAGNPP1 descritas en esta invencién
en un sistema aviar transgénico. En un caso particularmente util, la descripcion se representa con respecto a la
produccion de TAGNPP1 que puede producirse en el oviducto de un ave transgénica, tal como un pollo. Ejemplos de
la produccion de proteinas exdgenas en el sistema de expresion aviar transgénica también se describen en la
patente de Estados Unidos n.° 6.730.822. Brevemente, un vector aviar adecuado descrito anteriormente que
contiene una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de fusion TAGNPP1, vinculado operativamente
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a un promotor especifico de tejido o constitutivo que estimula la expresion de la secuencia codificante en el oviducto
de pollo se introduce en las células embrionarias de pollo en etapa X. Las células embrionarias transformadas se
incuban en condiciones que conducen a incubar pollos vivos. Los pollos vivos se crian en un pollo quimérico maduro
que se apare6 con un pollo no transgénico de forma natural o por inseminacion artificial. Un pollo transgénico se
identifica mediante identificacién sistematica de la progenie para la incorporacion de la linea germinal de la
secuencia que codifica la proteina. La progenie transgénica puede aparearse con otro pollo transgénico o un pollo
no transgénico para producir huevos que contienen la proteina de fusion TAGNPP1. A continuacion, se aisla
TAGNPP1 y se purifica por procedimientos bien conocidos en la materia. Por consiguiente, la descripcion
proporciona proteinas de fusion TAGNPP1 recombinantes que se han producido por aves transgénicas.

Composicién farmacéutica

[0038] La presente descripcién también presenta composiciones farmacéuticas que comprenden TAGNPP1
aislada y sustancialmente purificada o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. La composicién
farmacéutica de la presente descripcién también puede incluir un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable
del mismo. Las composiciones que comprenden tales vehiculos, incluyendo moléculas de compuestos, se formulan
por procedimientos convencionales bien conocidos (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 142
Ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa.). El vehiculo puede comprender un diluyente. En un caso, el vehiculo
farmacéutico puede ser un liquido y la proteina de fusion pueden estar en forma de una solucidon. El vehiculo
farmacéutico puede ser cera, grasa o alcohol. En otro caso, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser un
sélido en forma de polvo, un polvo liofilizado, o un comprimido. En un caso, el vehiculo puede comprender un
liposoma o una microcapsula.

[0039] Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de un polvo liofilizado estéril para inyeccion
después de la reconstitucion con un diluyente. El diluyente puede ser agua para inyeccion, agua bacteriostatica para
inyeccion o solucion salina estéril. El polvo liofilizado puede ser producido liofilizando una solucién de la proteina de
fusion para producir la proteina en forma seca. Como se conoce en la materia, la proteina liofilizada ha aumentado
en general la estabilidad y posee una vida util mas larga que una solucién liquida de la proteina.

Definiciones:

[0040] Como se utiliza en esta invencion, el término "aceptable" con respecto a una formulacién, composicion
o ingrediente, tal como se utiliza en esta invencion, significa que no tiene efecto perjudicial persistente sobre la salud
general del sujeto que esta siendo tratado.

[0041] Como se utiliza en esta invencién, el término "administracion" o "administrar" se refiere a proporcionar
una proteina de fusién de la descripcion a un sujeto en necesidad de tratamiento.

[0042] "Alteraciones", como se utiliza en esta invencion, comprenden cualquier alteraciéon en la secuencia de
polinucleétidos que codifica TAGNPP1 incluyendo deleciones, inserciones y mutaciones puntuales que pueden
detectarse utilizando ensayos de hibridacion.

[0043] El término "animal" se utiliza en esta invencién para incluir todos los animales vertebrados, incluyendo
aves y mamiferos, tales como rata, ratén y ser humano. También incluye un animal individual en todas las etapas del
desarrollo, incluyendo etapas embrionarias y fetales.

[0044] Cuando "secuencia de aminoacidos" se recita en esta invencion para referirse a una secuencia de
aminoacidos de una molécula de proteina de fusién, "secuencia de aminoacidos" y términos similares, tales como
"polipéptido" o "proteina" no tienen por objeto limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos
completa asociada a la molécula de proteina o de polipéptido recitado.

[0045] El término "aviar", como se utiliza en esta invencion, se refiere a cualquier especie, subespecie o cepa
de organismo de clase aviar taxondmica, tal como, entre otros, organismos tales como pollos, pavos, patos, gansos,
codornices, faisanes, loros, pinzones, halcones, cuervos y ratites incluyendo avestruz, emua y casuario. El término
incluye las diversas cepas conocidas de la especie Gallus gallus, o pollos, (por ejemplo, White Leghorn, Brown
Leghorn, Barred-Rock, Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Ausstralorp, Menorca, Amrox, California Gray, perdiz
coloreada italiana), asi como cepas de pavos, faisanes, codornices, patos, avestruces y otras aves de corral criadas
habitualmente en cantidades comerciales.
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[0046] La expresion "basado en" o "derivado de" al igual que en un vector retroviral se basa en o se deriva de
un retrovirus particular o se basa en una secuencia nucleotidica de un retrovirus particular, significa que el genoma
del vector retroviral contiene una porcion sustancial de la secuencia nucleotidica del genoma del retrovirus particular.
La porcion sustancial puede ser un gen particular o secuencia nucleotidica, tal como la secuencia nucleotidica que
codifica las proteinas gag, pol y/o env u otra secuencia nucleotidica estructural o funcional del genoma del virus, tal
como secuencias que codifican las RTLs o puede ser sustancialmente el genoma de retrovirus completo, por
ejemplo, la mayor parte (por ejemplo, méas de 60 % o mas de 70 % o mas de 80 % o mas de 90 %) o la totalidad del
genoma de retrovirus, como resultara evidente a partir del contexto en la memoria descriptiva como el conocimiento
de un experto en la materia. Los ejemplos de vectores retrovirales que se basan en o derivan de un retrovirus son
los vectores retrovirales NL (por ejemplo, NLB) que se basan en el retrovirus ALV como se describe en Cosset y col.,
Journal of Virology (1991) vol. 65, pags. 3388-3394.

[0047] La expresion "biolégicamente activa”, como se utiliza en esta invencién, se refiere a una proteina de
fusién que tiene funciones estructurales, reguladoras o bioquimicas de pirofosfatasa/fosfodiesterasa de una proteina
NPP1 de origen natural.

[0048] El término "construccion", como se utiliza en esta invencién, se refiere a una secuencia nucleotidica
lineal o circular, tal como ADN que se ha ensamblado a partir de mas de un segmento de la secuencia nucleotidica
que se ha aislado de una fuente natural o se ha sintetizado quimicamente, o combinaciones del mismo.

[0049] El término "complementario”, como se utiliza en esta invencion, se refiere a dos moléculas de acido
nucleico que pueden formar interacciones especificas entre si. En las interacciones especificas, una base adenina
en una cadena de un acido nucleico puede formar dos enlaces hidrégeno con timina en una segunda cadena de
acido nucleico cuando las dos cadenas de acido nucleico presentan polaridades opuestas. También en las
interacciones especificas, una base de guanina en una cadena de un &cido nucleico puede formar tres enlaces
hidrégeno con citosina en una segunda cadena de acido nucleico cuando las dos cadenas de acido nucleico
presentan polaridades opuestas. Los acidos nucleicos complementarios referidos en esta invencién pueden
comprender ademas bases modificadas en las que una adenina modificada puede formar enlaces hidrégeno con
una timina o timina modificada y una citosina modificada puede formar enlaces hidrégeno con una guanina o una
guanina modificada.

[0050] Una "delecion", como se utiliza en esta invencion, se refiere a un cambio en cualquiera de las
secuencia de aminoacidos o nucleotidica en la que uno o mas residuos de aminoacidos o nucledtidos,
respectivamente, estan ausentes.

[0051] El término "expresado” o "expresion”, como se utiliza en esta invencién, se refiere a la transcripcion de
un gen para dar una molécula de acido nucleico de ARN al menos complementaria en parte a una region de una de
las dos cadenas de acido nucleico del gen. El término "expresado” o "expresién", como se utiliza en esta invencién,
también puede referirse a la traduccion del ARN para producir una proteina o péptido.

[0052] La expresién "vector de expresion", como se utiliza en esta invencion, se refiere a un vector de acido
nucleico que comprende una region de control de la expresién génica, tal como un promotor o componente promotor
vinculado operativamente a una secuencia nucleotidica que codifica al menos un polipéptido.

[0053] "Porcion funcional" o "fragmento funcional" se utiliza de forma intercambiable y, como se utiliza en esta
invencion, significa una porcién o fragmento de un todo capaz de realizar, en su totalidad o en parte, una funcién del
conjunto. Por ejemplo, una porcién biolégicamente funcional de una molécula significa una porcién de la molécula
que realiza una funcion biolégica de la molécula completa o molécula intacta. Por ejemplo, una porcion funcional de
una region de control de la expresién génica es un fragmento o porcion de la region de control de la expresion
génica especificada, en su totalidad o en parte, que regula o controla la expresién génica (por ejemplo, facilita en su
totalidad o en parte) en un sistema bioldgico (por ejemplo, un promotor). Las porciones funcionales pueden ser de
cualquier tamafio util.

[0054] La expresion "regién de control de la expresién génica", como se utiliza en esta invencion, se refiere a
secuencias nucleotidicas que se asocian a una secuencia codificante y que regulan, en su totalidad o en parte, la
expresion de la secuencia codificante, por ejemplo, regulan, en su totalidad o en parte, la transcripcién de la
secuencia codificante. Las regiones de control de la expresion génica pueden aislarse a partir de una fuente de
origen natural o puede sintetizarse quimicamente y pueden incorporarse en un vector de acido nucleico para permitir
la transcripcion regulada en células apropiadas. Las "regiones de control de la expresiéon génica" pueden preceder,
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pero no se limitan a preceder, la regiéon de una secuencia de acido nucleico que esta en la region 5' del extremo de
una secuencia codificante que puede transcribirse en ARNm.

[0055] Los términos "heterélogo"”, "exdgeno" y "extrafio" se utilizan indistintamente en esta invenciéon y en
general se refieren a una biomolécula, tal como un acido nucleico o una proteina que no se encuentra normalmente
en un determinado organismo o en una célula determinada, tejido u otro componente contenido o producido por un
organismo. Por ejemplo, una proteina que es heteréloga o exégena a un huevo es una proteina que no se encuentra
normalmente en el huevo. Como se utiliza en esta invencién, los términos "heterélogo”, "exégeno" y "extrafio" con
referencia a los acidos nucleicos, tales como ADN y ARN, se utilizan indistintamente y se refieren a un acido
nucleico que no se produce naturalmente como parte de un cromosoma, un genoma o célula en la que esta presente
0 que se encuentra en un emplazamiento o emplazamientos y/o en cantidades que difieren del emplazamiento o
emplazamientos y/o cantidades en las que se produce en la naturaleza. Puede ser acido nucleico que no es
endogeno al genoma, cromosoma o célula y se ha introducido de manera exdgena en el genoma, cromosoma o
célula. Ejemplos de ADN heterdlogo incluyen, entre otros, un ADN que comprende una region de control de la
expresion génica y el ADN que codifica un producto o productos, por ejemplo, ARN o producto proteico. Ejemplos de
ADN heteroélogo incluyen, entre otros, las regiones de control de la expresion génica o promotores descritos en esta
invencion, una vez aislados de aves y como se utiliza a partir de entonces, por ejemplo, después de la reintroduccion
en un genoma aviar.

[0056] La expresion "acido nucleico aislado", como se utiliza en esta invencion, incluye, por ejemplo, (a) un
ADN que tiene la secuencia de parte de una molécula genédmica de origen natural pero no esta flanqueada por al
menos una de las secuencias que flanquean esa parte de la molécula en el genoma de las especies en las que se
produce de forma natural; (b) un acido nucleico que se ha incorporado en un vector o en el ADN genémico de una
procariota o eucariota de una manera tal que el vector resultante o ADN gendmico no es idéntico al ADN de origen
natural a partir del cual se obtuvo acido nucleico; (c) una molécula separada, tal como un ADNc, un fragmento
gendmico, un fragmento producido por reaccién en cadena de la polimerasa (RCP), reaccion en cadena de la ligasa
(RCL) o sintesis quimica, o un fragmento de restriccion; (d) una secuencia nucleotidica recombinante que es parte
de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica una proteina de fusion, y (e) una secuencia nucleotidica
recombinante que forma parte de una secuencia hibrida que es de origen no natural. Las moléculas de acido
nucleico aisladas de la presente descripcion pueden incluir, por ejemplo, variantes alélicas naturales, asi como
moléculas de acido nucleico modificadas por deleciones, inserciones, inversiones o sustituciones de nucleétidos,.

[0057] Un "insercién" o "adiciéon", como se utiliza en esta invencion, se refiere a un cambio en una secuencia
de aminoéacidos o de nucledtidos que resulta en la adicion de uno o mas residuos de aminoacidos o nucleoétidos,
respectivamente, en comparacion con la molécula de TAGNPP1.

[0058] La expresion "acido nucleico", como se utiliza en esta invencién, se refiere a cualquier conjunto lineal
0 secuencial de nucleétidos y nucleésidos, por ejemplo ADNc, ADN genomico, ARNm, ARNt, oligonucleétidos,
oligonucledsidos y derivados de los mismos. Para facilitar la discusion, los acidos nucleicos de origen no natural
pueden referirse en esta invencion como construcciones. Los acidos nucleicos pueden incluir vectores plasmidicos
bacterianos que incluyen vectores de expresion, de clonacién, césmidos y de transformacién, tales como, vectores
virales animales, tales como, entre otros, adenovirus modificados, virus de la gripe, virus de la polio, virus de la
viruela, retrovirus, tales como virus de la leucosis aviar (VLA) vector retroviral, un vector retroviral del virus de la
leucemia murina (VLM), y un vector lentivirus, y similares, y fragmentos de los mismos. Ademas, el acido nucleico
puede ser una RTL de un vector retroviral del virus de la leucosis aviar (VLA), un vector retroviral del virus de la
leucemia murina (VLM), o un vector lentivirus y fragmentos de los mismos. Los acidos nucleicos también pueden
incluir vectores NL, tales como NLB, NLD y NLA y fragmentos de los mismos y oligonucleétidos sintéticos, tales
como ADN o ARN sintetizado quimicamente. Los &cidos nucleicos pueden incluir nucleétidos y nucleésidos
modificados o derivatizados, tales como, entre otros, nucleétidos halogenados, tales como, pero no soélo, 5-
bromouracilo, y nucledtidos derivatizados, tales como nucleétidos marcados con biotina.

[0059] "Secuencia de acido nucleico", como se utiliza en esta invencion, se refiere a un oligonucledtido,
nucleétido, o polinucledtido, y fragmentos o porciones de los mismos, y a ADN o ARN de origen genémico o sintético
que puede ser mono o bicatenario, y representa la cadena codificante o no codificante.

[0060] La expresion "vinculado operativamente" se refiere a una disposicion de elementos en la que los
componentes asi descritos estan configurados de modo que realizan su funcion habitual. Las regiones de control de
la expresién génica o promotores (por ejemplo, componentes promotores) vinculados operativamente a una
secuencia codificante son capaces de efectuar la expresion de la secuencia codificante. Las secuencias de control
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no tienen que ser contiguas a la secuencia codificante, siempre que funcionen para dirigir la expresion de las
mismas. Asi, por ejemplo, las secuencias intermedias no traducidas pero transcritas pueden estar presentes entre
una secuencia promotora y la secuencia codificante y la secuencia promotora todavia puede considerarse "vinculada
operativamente" a la secuencia codificante.

[0061] La expresion "promotor especifico de oviducto", como se utiliza en esta invencion, se refiere a
promotores y componentes promotores que son funcionales, es decir, proporcionan la transcripcion de una
secuencia codificante, en gran medida, por ejemplo, principalmente (es decir, mas del 50 % del producto de
transcripcion producido en el animal por un tipo de promotor particular que se produce en células de oviducto) o
exclusivamente en las células de oviducto de un ave. Ejemplos de promotores especificos de oviducto Utiles
incluyen, sin limitacion, el promotor de ovoalbimina, el promotor de ovomucoide, el promotor ovoinhibidor, el
promotor de la lisozima y el promotor de ovotransferrina y porciones funcionales de estos promotores, por ejemplo,
componentes promotores.

[0062] Las expresiones "polinucleétido”, "oligonucle6tido”, "secuencia nulceotidica" y "secuencia de acido
nucleico" se pueden utilizar indistintamente en esta invencion e incluyen, entre otros, secuencias de codificacién, es
decir, polinucleétido o polinucledtidos o secuencia o secuencias de acido nucleico que se transcriben y traducen en
un polipéptido in vitro o in vivo cuando se colocan bajo el control de secuencias reguladoras o de control apropiadas;
secuencias de control, por ejemplo, codones de inicio y codones de terminacién de la traduccion, secuencias
promotoras, sitios de unién al ribosoma, sefiales de poliadenilacion, sitios de unién de factores de transcripcion,
secuencias de terminacion de la transcripcidon, dominios reguladores aguas arriba y aguas abajo, potenciadores,
silenciadores, secuencias de ADN a las que un factor o factores de transcripciéon se unen y alteran la actividad del
promotor de un gen, ya sea positiva (induccién) o negativamente (represion) y similares. No se sugiere limitacion en
cuanto a la longitud o al origen sintético por los términos descritos en esta invencion.

[0063] Como se utiliza en esta invencion, los términos "polipéptido” y "proteina" se pueden utilizar
indistintamente y se refieren a un polimero de aminoacidos de tres 0 mas aminoéacidos en un conjunto de serie,
vinculado a través de enlaces peptidicos. El término "polipéptido” incluye proteinas, tales como proteinas de fusion,
fragmentos de proteinas, analogos de proteinas, oligopéptidos y similares. El término "polipéptido" incluye
polipéptidos como se define anteriormente que estan codificados por los acidos nucleicos, producidos a través de
tecnologia recombinante (por ejemplo, aislados de un ave transgénica), o sintetizados quimicamente.

[0064] Como se utiliza en esta invencion, el término "promotor" se refiere a una secuencia de ADN (til para
iniciar el comienzo de la transcripcion por una ARN polimerasa en una célula aviar. Un "componente promotor" es
una secuencia de ADN que puede, por si misma o, en combinacién con otras secuencias de ADN efectuar o facilitar
la transcripcién. Los componentes promotores especificos, tales como componentes promotores de ovoalbimina,
componentes promotores ovomucoide y componentes promotores de la lisozima y otros promotores y componentes
promotores descritos y reivindicados en esta invencién no describen una secuencia promotora especifica. Mas bien,
abarcan cualquier secuencia o fragmento de la secuencia del promotor respectivo que es Util para efectuar o facilitar
la transcripcion de una secuencia codificante. Por ejemplo, un componente promotor ovomucoide incluye, sin
limitacion, los promotores ovomucoides de aproximadamente 1,8 kb, aproximadamente 3,9 kb y aproximadamente
10 kb descritos en la publicacion de Estados Unidos n.° 11/649.543, publicada el 17 de mayo de 2007.
"Componentes promotores" también pueden abarcar las regiones de control de la expresion del gen reordenado que
funcionan para iniciar la transcripcion de ARN y las moléculas de ADN hibridas compuestas de secuencias de ADN
de origen natural y/o secuencias de ADN sintéticas que funcionan para iniciar la transcripcién del ARN.

[0065] Las expresiones "acido nucleico recombinante" y "ADN recombinante”, como se utilizan en esta
invencion, se refieren a combinaciones de al menos dos secuencias de acido nucleico que no se encuentran de
forma natural en una célula eucariota o procariota. Las secuencias de acido nucleico pueden incluir, entre otros,
vectores de acido nucleico, elementos reguladores de la expresion génica, origenes de replicacion, secuencias
génicas adecuadas que, cuando se expresan, confieren resistencia a los antibiéticos, secuencias de codificacién de
proteinas y similares. Se tiene por objeto que la expresion "polipéptido recombinante” o "proteina recombinante”
incluye un polipéptido producido por técnicas de ADN recombinante, de manera tal que es distinto de un polipéptido
de origen natural, ya sea en su emplazamiento, pureza o estructura. Generalmente, un polipéptido recombinante de
este tipo estara presente en una célula en una cantidad diferente a la que se observa normalmente en naturaleza.

[0066] La expresion "condiciones rigurosas”, como se utiliza en esta invencion, es la "rigurosidad", que se

produce en un intervalo de aproximadamente Tf -5 °C (5 °C por debajo de la temperatura de fusion (Tf) de la sonda)
a aproximadamente 20°C a 25°C por debajo de Tf. Como se entenderd por los expertos en la materia, la
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rigurosidad de la hibridacion puede ser alterada con el fin de identificar o detectar secuencias polinucleotidicas
idénticas o relacionadas.

[0067] Como se utiliza en esta invencidn, el término "sujeto” o "paciente" abarca mamiferos y no mamiferos.
Ejemplos de mamiferos incluyen, entre otros, seres humanos, chimpancés, simios, monos, ganado, caballos, ovejas,
cabras, cerdos, conejos, perros, gatos, ratas, ratones, cobayas, y similares. Ejemplos de no mamiferos incluyen,
entre otros, aves, peces y similares.

[0068] Una "sustituciéon", como se utiliza en esta invencién, se refiere al reemplazo de uno o mas
aminoacidos o nucledtidos por diferentes aminoacidos o nucledétidos, respectivamente.

[0069] Como se utiliza en esta invencion, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a
cualquier cantidad de un compuesto que, en comparacion con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha
cantidad, da como resultado un tratamiento mejorado, curacion, prevencién, o mejora de una enfermedad, trastorno,
o efecto secundario, o una disminucién en la velocidad de avance de una enfermedad o trastorno. El término
también incluye dentro de su alcance cantidades eficaces para potenciar la funcion fisiolégica normal.

[0070] Como se utiliza en esta invencién, las expresiones "TAGNPP1", "proteina de fusién", "polipéptido de
TAGNPP1" y "componente de NPP1 fusionado a una fraccién diana" se utilizan indistintamente.

[0071] Como se utiliza en esta invencion, el término "tratar", "tratando" o "tratamiento" se refiere a
procedimientos para aliviar, remitir o mejorar sintomas de una enfermedad o afeccién, prevenir los sintomas
adicionales, mejorar o prevenir las causas subyacentes de los sintomas, inhibir la enfermedad o afeccion, detener el
desarrollo de la enfermedad o afeccidn, aliviar la enfermedad o afeccion, provocar la regresion de la enfermedad o
afeccion, aliviar una condicién causada por la enfermedad o afeccion, o detener los sintomas de la enfermedad o
afeccion, ya sea profilactica y/o terapéuticamente.

[0072] Una "variante" de TAGNPP1, como se utiliza en esta invencién, se refiere a una secuencia de
aminoacidos que esta alterada por uno o mas aminodcidos. Preferentemente, una variante contiene sustituciones
conservadoras. Una "sustitucién conservadora" es una en la que un aminoacido es sustituido con otro aminoacido
con propiedades similares, de manera que un experto en la materia de la quimica peptidica esperaria que la
estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido esté sustancialmente inalterada. Las sustituciones
de aminoéacidos pueden efectuarse generalmente sobre la base de similitud de polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos. Por ejemplo, aminoacidos cargados
negativamente incluyen Asp y Glu; aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y aminoacidos
con grupos principales polares no cargados que tienen valores de hidrofilicidad similar incluyen Leu, lle y Val; Gly y
Ala; Asp y GIn; y Ser, Thr, Phe y Tyr. Otros grupos de aminoacidos que pueden representar cambios conservadores
incluyen: Ala, Pro, Gly, Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Thr; (2) Cys, Ser, Tyr, Thr; (3) Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe; (4) Lys,
Arg, His; y (5) Phe, Tyr, Trp, His. Una variante puede también, o alternativamente, contener cambios no
conservadores. En un caso preferido, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por sustitucion,
delecion o adicion de cinco aminoacidos o menos, o, por ejemplo, reemplazo de Gly por Trp. Las variantes pueden
también (o alternativamente) modificarse mediante, por ejemplo, la delecion o adicién de aminoacidos que tienen
una influencia minima en la inmunogenicidad, estructura secundaria y naturaleza hidropatica del componente de
NPP1. La guia para determinar qué residuos de aminoacidos pueden sustituirse, insertarse o eliminarse sin abolir la
actividad biolégica o inmunolégica puede encontrarse utilizando programas informaticos bien conocidos en la
materia.

[0073] La expresion "vector" y "vector de acido nucleico", como se utiliza en esta invencion, se refiere a un
plasmido monocatenario o bicatenario natural o sintético o molécula de acido nucleico viral que puede transfectarse
o transformarse en células y replicarse independientemente, o dentro del genoma de la célula huésped. Un vector
bicatenario circular se puede linealizar por el tratamiento con una enzima de restriccién apropiada basandose en la
secuencia de nucleétidos del vector. Un acido nucleico se puede insertar en un vector cortando el vector con
enzimas de restriccion y ligando las piezas deseadas entre si.

[0074] El término "porcién", como se utiliza en esta invencién, con respecto a una proteina de fusion se
refiere a fragmentos de esa proteina. Los fragmentos pueden variar en tamafio a partir de cuatro residuos de
aminoacidos con respecto a la secuencia completa de aminoacidos sin aminoacido. De este modo, una proteina
"que comprende al menos una porcién de la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. N.° 1" abarca TAGNPP1 de
longitud completa y fragmentos de la misma.
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[0075] "Transformacién" o "transfeccion", como se utiliza en esta invencion, describe un procedimiento por el
cual el ADN exdgeno entra y cambia una célula receptora utilizando diversos procedimientos bien conocidos en la
materia. La transformacién puede basarse en cualquier procedimiento conocido para la inserciéon de secuencias de
acido nucleico extrafio en una célula huésped procariota o eucariota. El procedimiento se selecciona basandose en
la célula huésped que estd siendo transformada y puede incluir, entre otros, electroporacion, bombardeo de
particulas, infeccion viral y lipofeccion. Tales células "transformadas” incluyen células en las que el ADN insertado es
capaz de replicarse, ya sea como un plasmido de replicacion auténoma o como parte del cromosoma huésped.
También incluyen células que expresan transitoriamente el ADN o ARN insertado durante periodos limitados de
tiempo.

EJEMPLOS

[0076] La presente invenciéon se ejemplifica adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos
tienen un fin meramente ilustrativo y no tienen por objeto, ni deben interpretarse como limitantes de la invencién de
modo alguno.

Ejemplo |

[0077] La construccion TAGSNNP1 que contiene la fraccion diana que tiene ocho &cidos aspartico
consecutivos fusionados a sNPP1 se ligd en un vector pTT22 utilizando sitios EcoRI y Hindlll (pTT22-sNPP1.D8; Fig.
19). pTT22-sNPP1.D8 se transfectd en células HEK203E y los transformantes se cultivaron para expresar
TAGsNNP1.TAGsSNNP1 se aislé de los medios de cultivo y se purificd parcialmente como es bien conocido en la
materia. Después de la purificacion, se midi6 la actividad pirofosfasa/fosfodiesterasa de TAGsSNPP1 por su
capacidad para hidrolizar p-nitrofenil éster de timidina 5'-monofosfato. Brevemente, TAGSNPP1 se diluy6é a 1 ng/pl
en Tris 50 mM, NaCl 250 mM, pH 9,5. En una placa que contiene 50 ul de 1 ng/pl de TAGSNPP1, se afiadieron 50 pl
de sustrato de 10 mM de p-nitrofenil éster de timidina 5-monofosfato (Sigma™, catalogo n.° T4510). La actividad
enzimatica de TAGsNPP1 se midié a 405 nm (absorbancia) en modo cinético durante 5 minutos. Como se muestra
en la Fig. 21, se detect6 la actividad de TAGsNPP1 por encima del nivel observado en el control que no contiene
TAGsNPPL1. En particular, TAGSNPP1 producido a partir de HEK203D6 exhibio el nivel mas elevado de la actividad
enzimatica. Estos resultados sugieren encarecidamente que la NPP1 truncada fusionada a una fraccién diana (es
decir, D8) mantiene suficientemente su funcién normal como nucleasa.

Ejemplo Il

[0078] Este ejemplo profético no limitante describe cémo tratar la calcificacién arterial idiopatica infantil
mediante la administracion de una formulacion que comprende una proteina de fusién TAGNPP1.

[0079] Un médico clinico utiliza un ensayo de diagnéstico para verificar que un paciente tiene altos niveles de
calcificacion en la arteria. Un ensayo genético también se puede realizar para defectos de NPP1 como se describe
en Rutsch y col. (2003), Nature Genetics 34:379-81.

[0080] Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcién se administran preferentemente por via
intravenosa, aunque se emplean administracion interadérmica, intramuscular u oral en ciertas circunstancias.

[0081] El médico clinico determina una dosis que puede variar dependiendo del sexo, la edad, la salud, y el
peso del paciente. La determinacién de la dosificacion o via de administracion apropiada esta bien dentro de la
habilidad de un médico ordinario.

[0082] La formulacion que contiene TAGNPP1 puede ser infundida semanalmente, entre aproximadamente
10 mg/kg y aproximadamente 1.000 mg/kg por semana. 10-30 mg/kg se pueden administrar una vez. Durante el
periodo de infusién, los pacientes son observados de cerca y se realiza la intervencién clinica en caso de un evento
adverso. El tratamiento tiene una duracion de al menos 1 mes o durante la vida del paciente. Una ventana de 48
horas puede permitirse para cada infusién. Una pauta de infusién en la que la tasa de infusion aumentada con el
tiempo reduce o elimina eventos adversos. Las infusiones para lactantes se pueden administrar de acuerdo con la
siguiente pauta: 5-10 cc/h durante 60 minutos en cada intervalo.

[0083] Por otra parte, cuando se desea la administracion intravenosa continua, un ejemplo tipico de sistemas

de liberacion lenta comprende que 1-100 mg/kg de proteinas TAGNPP1 eficaces pueden liberarse de forma continua
durante mas de 1 dia.
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[0084] Si bien esta invencion se ha mostrado y descrito particularmente con referencias a realizaciones de
ejemplo de las mismas, se entendera por los expertos en la materia que diversos cambios en forma y detalles
pueden efectuarse en la misma sin apartarse del alcance de la invencién abarcado por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion que comprende un componente de NPP1 fusionado a una fraccion diana, en la
que el componente de NPP1 es una NPP1 truncada que comprende la regién rica en cisteina y un dominio catalitico
que tiene una actividad pirofosfatasa y/o fosfodiesterasa pero cuyo dominio N-terminal citosolico y el dominio
transmembrana se han eliminado, en la que la fracciéon diana es capaz de potenciar la orientacion selectiva de la
proteina de fusién a un sitio de calcificacion, y en la que dicha fraccion diana se fusiona al extremo C-terminal del
componente de NPP1.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en la que dicha fraccién diana se vincula quimicamente a
dicho componente de NPP1.

3. La proteina de fusion de la reivindicacion 1 que comprende un polipéptido que comprende los residuos
de aminoacidos P99 a D925 de la SEC. ID. N.° 1 como se muestra en la Figura 1.
4. La proteina de fusion de la reivindicacién 1 que comprende un polipéptido que tiene una identidad de

secuencia de aminoacidos de al menos 80 % con respecto a la secuencia de aminoacidos A205 a L591 de la SEC.
ID. N.° 1 como se muestra en la Figura 1.

5. La proteina de fusion de la reivindicacién 1, en la que dicha fraccién diana es un péptido que
comprende al menos cuatro residuos de aminoéacidos cargados negativamente.

6. La proteina de fusién de la reivindicacién 1 que comprende los residuos de aminoacidos A205 a L591
de la SEC. ID. N.° 1 como se muestra en la Figura 1, en la que dicha fraccion diana es un péptido que comprende
entre cinco y quince residuos de aminoacidos cargados negativamente.

7. La proteina de fusion de la reivindicaciéon 5, en la que dichos residuos de aminoacidos cargados
negativamente comprenden al menos un acido aspartico o acido glutamico, o comprenden al menos cuatro residuos
de éacido aspartico, o comprenden al menos cuatro residuos de acido glutdmico o comprenden ocho residuos de
acido aspartico consecutivos.

8. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, que comprende ademas un enlazador polipeptidico entre
el componente de NPP1 y la fraccion diana.

9. La proteina de fusiébn de la reivindicacién 1, que comprende ademas una region Fc de
inmunoglobulina, o que comprende ademas un péptido sefial.

10. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en la que dicha proteina de fusion forma un homodimero,
o en la que dicha proteina de fusién es un monémero.

11. Un &cido nucleico aislado que codifica la proteina de fusién de la reivindicacion 1.

12. Un vector de replicacion o de expresion que lleva el acido nucleico aislado de la reivindicacion 11.

13. Una célula huésped transformada con el vector de replicacién o de expresién segun la reivindicacion

12, opcionalmente en la que dicha célula huésped se selecciona entre el grupo que consiste en células CHO, células
HEK293 o células COS, u opcionalmente en la que dicha célula huésped es una célula tumoral aviar.

14. Un animal transgénico no humano que produce la proteina de fusion de la reivindicacion 1,
opcionalmente en el que dicho animal transgénico no humano es mamifero o aviar.

15. Un procedimiento de produccion de dicha proteina de fusion de la reivindicacion 1, el procedimiento
comprende el cultivo de la célula huésped transformada con un vector de expresion segun la reivindicacién 13.

16. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de la reivindicacion 1 para su uso
en terapia.
17. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicaciéon 16, en la que dicha composicion es

para su uso en el tratamiento de un sujeto que es un mamifero, opcionalmente en la que dicho mamifero es un ser
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humano.

18. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusién de la reivindicacion 1 para su uso
en el tratamiento de un trastorno que es calcificacion arterial, resistencia a la insulina, raquitismo hipofosfatémico u
osificacién del ligamento longitudinal posterior de la columna vertebral.

19. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicaciéon 18, en la que dicho trastorno es la

calcificacion arterial, opcionalmente en la que el tratamiento reduce la calcificacion en la arteria, opcionalmente en la
que la calcificacion arterial es la calcificacion arterial generalizada de la infancia.
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NPP1 (tipo natural)

MERDGCAGGGSRGGEGGRAPREGPAGNGRDRGRSHAAEAPGDPQAAASLLAPMDVGEEPLEKAARA
RTAKDPNTYKVLSLVLSVCVLTTILGCIFGLKPSCAKEVKSCKGRCFERTFGNCRCDAACVELGNCCLDYQET
CIEPEHIWTCNKFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEPQCPAGFETP
PTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDP
KMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAV
LQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISD
HGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHF
LPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTF
ENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTPKHPKEVHPLVQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPI
EDFQTQFNLTVAEEKIIKHETLPYGRPRVLQKENTICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSFSTE
DFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTKVSYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFQVIWRYFHD
TLLRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYDGRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCKDTSQTPLHCENL
DTLAFILPHRTDNSESCVHGKHDSSWVEELLMLHRARITDVEHITGLSFYQQRKEPVSDILKLKTHLPTFSQ
ED (SEQID NO:1)

Fig. 1

sssNPP1 (dominio catalitico de NPP1 sin TAG)

AGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDN
KMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPF
EERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCL
NLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFK
PYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHG
IEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSL (SEQ ID NO:2)

Fig. 2
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TAGsssNPP1 (extremo N-terminal D8)

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMDDDDDDDDAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCG
TYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKY
QGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYG
PVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPA
ARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSE
RKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSL (SEQ
ID NO:3)

Fig. 3

TAGsssNPP1 (extremo C-terminal D10)

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPV
YPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFF
WPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKAL
QRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVP
DKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFH
GSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLDDDDDDDDDD
(SEQ ID NO:4)

Fig. 4
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TAGssNPP1 (extremo N-terminal D8)

ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCA
TGGATGACGATGATGACGACGATGACGCAGGGTTTGAAACGCCTCCTACACTCTTGTTTTCTTTGGATGGATT
CAGGGCAGAATATTTGCACACTTGGGGTGGACTTCTTCCTGTTATTAGCAAACTCAAAAAATGTGGAACATAT
ACTAAAAACATGAGACCGGTGTATCCAACAAAAACTTTCCCCAATCACTACAGCATTGTCACCGGATTGTATCC
AGAATCTCATGGCATAATCGACAATAAGATGTATGATCCCAAAATGAATGCTTCCTTTTCACTTAAAAGTAAAG
AGAAATTTAATCCGGAGTGGTACAAAGGAGAACCAATTTGGGTCACAGCTAAGTATCAAGGCCTCAAGTCTG
GCACATTTTTCTGGCCAGGATCAGATGTGGAAATTAACGGAATTTTCCCAGACATCTATAAAATGTATAATGGT
TCAGTGCCATTTGAAGAAAGGATTTTGGCTGTTCTTCAGTGGCTGCAGCTTCCAAAAGATGAAAGACCACACT
TTTACACTTTGTATTTGGAAGAACCAGATTCTTCAGGTCATTCATATGGACCAGTCAGCAGTGAAGTCATCAAA
GCCTTGCAGAGGGTTGATGGTATGGTTGGTATGCTGATGGATGGTCTGAAAGAGCTGAACTTGCACAGATGC
CTGAACCTCATCCTTATTTCAGATCATGGCATGGAACAAGGCAGTTGTAAGAAATACATATATCTGAATAAGTA
TTTGGGGGATGTTAAAAATATTAAAGTTATCTATGGACCTGCAGCTCGATTGAGACCCTCTGATGTCCCAGATA
AATACTATTCATTTAACTATGAAGGCATTGCCCGAAATCTTTCTTGCCGGGAACCAAACCAGCACTTCAAACCT
TATCTGAAACATTTCTTGCCTAAGCGTTTGCACTTTGCTAAGAGTGATAGAATTGAGCCCTTGACATTCTATTTG
GACCCTCAGTGGCAACTTGCATTGAATCCCTCAGAAAGGAAATATTGTGGAAGTGGATTTCATGGCTCTGACA
ATGTGTTTTCAAATATGCAAGCCCTCTTTGTTGGCTATGGACCTGGATTCAAGCATGGCATTGAGGCTGACACC
TTTGAAAACATTGAAGTCTATAACTTGATGTGTGATTTGCTGAATTTGACACCGGCTCCTAATAACGGAACTCA
TGGAAGTCTTAACCACCTTCTGAAGAATCCTGTTTATACGCCAAAGCATCCCAAAGAAGTGCACCCCCTGGTGC
AGTGCCCCTTCACAAGAAACCCCAGAGATAACCTTGGCTGCTCATGTAACCCTTCCATTTTGCCGATTGAGGAT
TTTCAAACACAGTTCAATCTGACCGTGGCAGAAGAGAAGATTATTAAGCATGAAACTTTGCCCTATGGAAGAC
CTAGAGTTCTCCAGAAGGAAAACACCATCTGTCTTCTTTCCCAGCACCAGTTTATGAGTGGATACAGCCAAGAC
ATCTTGATGCCCCTTTGGACATCCTATACCGTGGACAGAAATGACAGTTTCTCTACGGAAGACTTCTCCAACTG
TCTGTACCAGGACTTTAGAATTCCTCTTAGTCCTGTCCATAAATGTTCATTTTATAAAAATAACACCAAAGTGAG
TTACGGGTTCCTCTCCCCACCACAACTGAATAAGAATTCAAGTGGAATATATTCTGAAGCCTTGCTTACTACAA
ATATAGTGCCAATGTACCAGAGTTTTCAAGTTATATGGCGCTACTTTCATGACACCCTCTTGCGAAAGTATGCA
GAAGAAAGAAATGGTGTCAATGTCGTCAGTGGTCCTGTGTTTGACTTTGATTATGATGGACGTTGTGATTCCT
TGGAGAATTTGAGGCAAAAAAGAAGAGTCATCCGTAACCAAGAAATTTTGATTCCAACTCATTTCTTCATTGTG
CTGACAAGCTGTAAAGATACATCTCAGACGCCTTTGCACTGTGAAAACCTGGACACCTTGGCTTTCATTTTGCC
TCACAGGACTGATAACAGCGAGAGCTGTGTGCATGGGAAGCATGACTCCTCATGGGTTGAAGAATTGTTGAT
GTTGCACAGAGCACGGATCACAGACGTCGAGCACATCACTGGACTCAGCTTTTATCAACAAAGAAAAGAGCC
AGTTTCAGACATTTTGAAGTTGAAAACACATTTGCCAACCTTTAGCCAAGAAGATTGA (SEQ ID NO:5)

Fig. 5
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TAGssNPP1 (extremo N-terminal D8; secuencia de péptido senal subrayada y fraccidén
diana en negrita)

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMDDDDDDDDAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCG
TYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKY
QGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLOQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYG
PVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGP
AARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNP
SERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLN
HLLKNPVYTPKHPKEVHPLVQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIEDFQTQFNLTVAEEKIIKHETLPYGRPRYV
LOQKENTICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSFSTEDFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTK
VSYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYD
GRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCKDTSQTPLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCVHGKHDSS
WVEELLMLHRARITDVEHITGLSFYQQRKEPVSDILKLKTHLPTFSQED (SEQ ID NO:6)

Fig. ©
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ssNPP1 (2.238 pb)

ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCA
TGGCAGGGTTTGAAACGCCTCCTACACTCTTGTTTTCTTTGGATGGATTCAGGGCAGAATATTTGCACACTTGG
GGTGGACTTCTTCCTGTTATTAGCAAACTCAAAAAATGTGGAACATATACTAAAAACATGAGACCGGTGTATC
CAACAAAAACTTTCCCCAATCACTACAGCATTGTCACCGGATTGTATCCAGAATCTCATGGCATAATCGACAAT
AAGATGTATGATCCCAAAATGAATGCTTCCTTTTCACTTAAAAGTAAAGAGAAATTTAATCCGGAGTGGTACA
AAGGAGAACCAATTTGGGTCACAGCTAAGTATCAAGGCCTCAAGTCTGGCACATTTTTCTGGCCAGGATCAGA
TGTGGAAATTAACGGAATTTTCCCAGACATCTATAAAATGTATAATGGTTCAGTGCCATTTGAAGAAAGGATTT
TGGCTGTTCTTCAGTGGCTGCAGCTTCCAAAAGATGAAAGACCACACTTTTACACTTTGTATTTGGAAGAACCA
GATTCTTCAGGTCATTCATATGGACCAGTCAGCAGTGAAGTCATCAAAGCCTTGCAGAGGGTTGATGGTATGG
TTGGTATGCTGATGGATGGTCTGAAAGAGCTGAACTTGCACAGATGCCTGAACCTCATCCTTATTTCAGATCAT
GGCATGGAACAAGGCAGTTGTAAGAAATACATATATCTGAATAAGTATTTGGGGGATGTTAAAAATATTAAA
GTTATCTATGGACCTGCAGCTCGATTGAGACCCTCTGATGTCCCAGATAAATACTATTCATTTAACTATGAAGG
CATTGCCCGAAATCTTTCTTGCCGGGAACCAAACCAGCACTTCAAACCTTATCTGAAACATTTCTTGCCTAAGC
GTTTGCACTTTGCTAAGAGTGATAGAATTGAGCCCTTGACATTCTATTTGGACCCTCAGTGGCAACTTGCATTG
AATCCCTCAGAAAGGAAATATTGTGGAAGTGGATTTCATGGCTCTGACAATGTGTTTTCAAATATGCAAGCCC
TCTTTGTTGGCTATGGACCTGGATTCAAGCATGGCATTGAGGCTGACACCTTTGAAAACATTGAAGTCTATAAC
TTGATGTGTGATTTGCTGAATTTGACACCGGCTCCTAATAACGGAACTCATGGAAGTCTTAACCACCTTCTGAA
GAATCCTGTTTATACGCCAAAGCATCCCAAAGAAGTGCACCCCCTGGTGCAGTGCCCCTTCACAAGAAACCCC
AGAGATAACCTTGGCTGCTCATGTAACCCTTCCATTTTGCCGATTGAGGATTTTCAAACACAGTTCAATCTGAC
CGTGGCAGAAGAGAAGATTATTAAGCATGAAACTTTGCCCTATGGAAGACCTAGAGTTCTCCAGAAGGAAAA
CACCATCTGTCTTCTTTCCCAGCACCAGTTTATGAGTGGATACAGCCAAGACATCTTGATGCCCCTTTGGACATC
CTATACCGTGGACAGAAATGACAGTTTCTCTACGGAAGACTTCTCCAACTGTCTGTACCAGGACTTTAGAATTC
CTCTTAGTCCTGTCCATAAATGTTCATTTTATAAAAATAACACCAAAGTGAGTTACGGGTTCCTCTCCCCACCAC
AACTGAATAAGAATTCAAGTGGAATATATTCTGAAGCCTTGCTTACTACAAATATAGTGCCAATGTACCAGAG
TTTTCAAGTTATATGGCGCTACTTTCATGACACCCTCTTGCGAAAGTATGCAGAAGAAAGAAATGGTGTCAAT
GTCGTCAGTGGTCCTGTGTTTGACTTTGATTATGATGGACGTTGTGATTCCTTGGAGAATTTGAGGCAAAAAA
GAAGAGTCATCCGTAACCAAGAAATTTTGATTCCAACTCATTTCTTCATTGTGCTGACAAGCTGTAAAGATACA
TCTCAGACGCCTTTGCACTGTGAAAACCTGGACACCTTGGCTTTCATTTTGCCTCACAGGACTGATAACAGCGA
GAGCTGTGTGCATGGGAAGCATGACTCCTCATGGGTTGAAGAATTGTTGATGTTGCACAGAGCACGGATCAC
AGACGTCGAGCACATCACTGGACTCAGCTTTTATCAACAAAGAAAAGAGCCAGTTTCAGACATTTTGAAGTTG
AAAACACATTTGCCAACCTTTAGCCAAGAAGAT (SEQID NO:7)

Fig. 7
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ssNPP1 (secuencia de péptido senal subrayada)

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPV
YPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFF
WPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKAL
QRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDV
PDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSG
FHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTP
KHPKEVHPLYQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIEDFQTQFNLTVAEEKIIKHETLPYGRPRVLQKENTICLLS
QHQFMSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSFSTEDFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTKVSYGFLSPPQL
NKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYDGRCDSLENLRQ
KRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCKDTSQTPLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCVHGKHDSSWVEELLMLHRA
RITDVEHITGLSFYQQRKEPVSDILKLKTHLPTFSQED (SEQ ID NO:8)

Fig. 8
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sNPP1

ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCA
TGCCAAGTTGTGCCAAAGAAGTTAAAAGTTGCAAAGGTCGCTGTTTCGAGAGAACATTTGGGAACTGTCGCT
GTGATGCTGCCTGTGTTGAGCTTGGAAACTGCTGTTTGGATTACCAGGAGACGTGCATAGAACCAGAACATAT
ATGGACTTGCAACAAATTCAGGTGTGGTGAGAAAAGATTGACCAGAAGCCTCTGTGCCTGTTCAGATGATTGC
AAGGACAAGGGCGACTGCTGCATCAACTACAGTTCAGTGTGTCAAGGTGAGAAAAGTTGGGTGGAAGAACC
ATGTGAGAGCATTAATGAGCCACAGTGCCCAGCAGGGTTTGAAACGCCTCCTACACTCTTGTTTTCTTITGGATG
GATTCAGGGCAGAATATTTGCACACTTGGGGTGGACTTCTTCCTGTTATTAGCAAACTCAAAAAATGTGGAAC
ATATACTAAAAACATGAGACCGGTGTATCCAACAAAAACTTTCCCCAATCACTACAGCATTGTCACCGGATTGT
ATCCAGAATCTCATGGCATAATCGACAATAAGATGTATGATCCCAAAATGAATGCTTCCTTTTCACTTAAAAGT
AAAGAGAAATTTAATCCGGAGTGGTACAAAGGAGAACCAATTTGGGTCACAGCTAAGTATCAAGGCCTCAAG
TCTGGCACATTTTTCTGGCCAGGATCAGATGTGGAAATTAACGGAATTTTCCCAGACATCTATAAAATGTATAA
TGGTTCAGTGCCATTTGAAGAAAGGATTTTGGCTGTTCTTCAGTGGCTGCAGCTTCCAAAAGATGAAAGACCA
CACTTTTACACTTTGTATTTGGAAGAACCAGATTCTTCAGGTCATTCATATGGACCAGTCAGCAGTGAAGTCAT
CAAAGCCTTGCAGAGGGTTGATGGTATGGTTGGTATGCTGATGGATGGTCTGAAAGAGCTGAACTTGCACAG
ATGCCTGAACCTCATCCTTATTTCAGATCATGGCATGGAACAAGGCAGTTGTAAGAAATACATATATCTGAATA
AGTATTTGGGGGATGTTAAAAATATTAAAGTTATCTATGGACCTGCAGCTCGATTGAGACCCTCTGATGTCCCA
GATAAATACTATTCATTTAACTATGAAGGCATTGCCCGAAATCTTTCTTGCCGGGAACCAAACCAGCACTTCAA
ACCTTATCTGAAACATTTCTTGCCTAAGCGTTTGCACTTTGCTAAGAGTGATAGAATTGAGCCCTTGACATTCTA
TTTGGACCCTCAGTGGCAACTTGCATTGAATCCCTCAGAAAGGAAATATTGTGGAAGTGGATTTCATGGCTCT
GACAATGTGTTTTCAAATATGCAAGCCCTCTTTGTTGGCTATGGACCTGGATTCAAGCATGGCATTGAGGCTG
ACACCTTTGAAAACATTGAAGTCTATAACTTGATGTGTGATTTGCTGAATTTGACACCGGCTCCTAATAACGGA
ACTCATGGAAGTCTTAACCACCTTCTGAAGAATCCTGTTTATACGCCAAAGCATCCCAAAGAAGTGCACCCCCT
GGTGCAGTGCCCCTTCACAAGAAACCCCAGAGATAACCTTGGCTGCTCATGTAACCCTTCCATTTTGCCGATTG
AGGATTTTCAAACACAGTTCAATCTGACCGTGGCAGAAGAGAAGATTATTAAGCATGAAACTTTGCCCTATGG
AAGACCTAGAGTTCTCCAGAAGGAAAACACCATCTGTCTTCTTTCCCAGCACCAGTTTATGAGTGGATACAGCC
AAGACATCTTGATGCCCCTTTGGACATCCTATACCGTGGACAGAAATGACAGTTTCTCTACGGAAGACTTCTCC
AACTGTCTGTACCAGGACTTTAGAATTCCTCTTAGTCCTGTCCATAAATGTTCATTTTATAAAAATAACACCAAA
GTGAGTTACGGGTTCCTCTCCCCACCACAACTGAATAAGAATTCAAGTGGAATATATTCTGAAGCCTTGCTTAC
TACAAATATAGTGCCAATGTACCAGAGTTTTCAAGTTATATGGCGCTACTTTCATGACACCCTCTTGCGAAAGT
ATGCAGAAGAAAGAAATGGTGTCAATGTCGTCAGTGGTCCTGTGTTTGACTTTGATTATGATGGACGTTGTGA
TTCCTTGGAGAATTTGAGGCAAAAAAGAAGAGTCATCCGTAACCAAGAAATTTTGATTCCAACTCATTTCTTCA
TTGTGCTGACAAGCTGTAAAGATACATCTCAGACGCCTTTGCACTGTGAAAACCTGGACACCTTGGCTTTCATT
TTGCCTCACAGGACTGATAACAGCGAGAGCTGTGTGCATGGGAAGCATGACTCCTCATGGGTTGAAGAATTG
TTGATGTTGCACAGAGCACGGATCACAGACGTCGAGCACATCACTGGACTCAGCTTTTATCAACAAAGAAAAG
AGCCAGTTTCAGACATTTTGAAGTTGAAAACACATTTGCCAACCTTTAGCCAAGAAGAT (SEQ ID NO:9)

Fig. 9
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sNPP1

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMPSCAKEVKSCKGRCFERTFGNCRCDAACVELGN CCLDYQETCIEPE
HIWTCNKFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEPQCPAGFETPPTLLF
SLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMN
ASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLQ
WLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHG
MEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPK
RLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENI
EVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTPKHPKEVHPLVQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIED
FQTQFNLTVAEEKIIKHETLPYGRPRVLQKENTICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSFSTEDF
SNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTKVSYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFQVIWRYFHDTL
LRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYDGRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCKDTSQTPLHCENLD
TLAFILPHRTDNSESCVHGKHDSSWVEELLMLHRARITDVEHITGLSFYQQRKEPVSDILKLKTHLPTFSQE
D (SEQID NO:10)

Fig. 10
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TAGsNPP1 (extremo N-terminal D8)

ATGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCA
TGGATGACGATGATGACGACGATGACCCAAGTTGTGCCAAAGAAGTTAAAAGTTGCAAAGGTCGCTGTTTCG
AGAGAACATTTGGGAACTGTCGCTGTGATGCTGCCTGTGTTGAGCTTGGAAACTGCTGTTTGGATTACCAGGA
GACGTGCATAGAACCAGAACATATATGGACTTGCAACAAATTCAGGTGTGGTGAGAAAAGATTGACCAGAAG
CCTCTGTGCCTGTTCAGATGATTGCAAGGACAAGGGCGACTGCTGCATCAACTACAGTTCAGTGTGTCAAGGT
GAGAAAAGTTGGGTGGAAGAACCATGTGAGAGCATTAATGAGCCACAGTGCCCAGCAGGGTTTGAAACGCC
TCCTACACTCTTGTTTTCTTTGGATGGATTCAGGGCAGAATATTTGCACACTTGGGGTGGACTTCTTCCTGTTAT
TAGCAAACTCAAAAAATGTGGAACATATACTAAAAACATGAGACCGGTGTATCCAACAAAAACTTTCCCCAAT
CACTACAGCATTGTCACCGGATTGTATCCAGAATCTCATGGCATAATCGACAATAAGATGTATGATCCCAAAAT
GAATGCTTCCTTTTCACTTAAAAGTAAAGAGAAATTTAATCCGGAGTGGTACAAAGGAGAACCAATTTGGGTC
ACAGCTAAGTATCAAGGCCTCAAGTCTGGCACATTTTTCTGGCCAGGATCAGATGTGGAAATTAACGGAATTT
TCCCAGACATCTATAAAATGTATAATGGTTCAGTGCCATTTGAAGAAAGGATTTTGGCTGTTCTTCAGTGGCTG
CAGCTTCCAAAAGATGAAAGACCACACTTTTACACTTTGTATTTGGAAGAACCAGATTCTTCAGGTCATTCATA
TGGACCAGTCAGCAGTGAAGTCATCAAAGCCTTGCAGAGGGTTGATGGTATGGTTGGTATGCTGATGGATGG
TCTGAAAGAGCTGAACTTGCACAGATGCCTGAACCTCATCCTTATTTCAGATCATGGCATGGAACAAGGCAGT
TGTAAGAAATACATATATCTGAATAAGTATTTGGGGGATGTTAAAAATATTAAAGTTATCTATGGACCTGCAG
CTCGATTGAGACCCTCTGATGTCCCAGATAAATACTATTCATTTAACTATGAAGGCATTGCCCGAAATCTTTCTT
GCCGGGAACCAAACCAGCACTTCAAACCTTATCTGAAACATTTCTTGCCTAAGCGTTTGCACTTTGCTAAGAGT
GATAGAATTGAGCCCTTGACATTCTATTTGGACCCTCAGTGGCAACTTGCATTGAATCCCTCAGAAAGGAAAT
ATTGTGGAAGTGGATTTCATGGCTCTGACAATGTGTTTTCAAATATGCAAGCCCTCTTTGTTGGCTATGGACCT
GGATTCAAGCATGGCATTGAGGCTGACACCTTTGAAAACATTGAAGTCTATAACTTGATGTGTGATTTGCTGA
ATTTGACACCGGCTCCTAATAACGGAACTCATGGAAGTCTTAACCACCTTCTGAAGAATCCTGTTTATACGCCA
AAGCATCCCAAAGAAGTGCACCCCCTGGTGCAGTGCCCCTTCACAAGAAACCCCAGAGATAACCTTGGCTGCT
CATGTAACCCTTCCATTTTGCCGATTGAGGATTTTCAAACACAGTTCAATCTGACCGTGGCAGAAGAGAAGATT
ATTAAGCATGAAACTTTGCCCTATGGAAGACCTAGAGTTCTCCAGAAGGAAAACACCATCTGTCTTCTTTCCCA
GCACCAGTTTATGAGTGGATACAGCCAAGACATCTTGATGCCCCTTTGGACATCCTATACCGTGGACAGAAAT
GACAGTTTCTCTACGGAAGACTTCTCCAACTGTCTGTACCAGGACTTTAGAATTCCTCTTAGTCCTGTCCATAAA
TGTTCATTTTATAAAAATAACACCAAAGTGAGTTACGGGTTCCTCTCCCCACCACAACTGAATAAGAATTCAAG
TGGAATATATTCTGAAGCCTTGCTTACTACAAATATAGTGCCAATGTACCAGAGTTTTCAAGTTATATGGCGCT
ACTTTCATGACACCCTCTTGCGAAAGTATGCAGAAGAAAGAAATGGTGTCAATGTCGTCAGTGGTCCTGTGTT
TGACTTTGATTATGATGGACGTTGTGATTCCTTGGAGAATTTGAGGCAAAAAAGAAGAGTCATCCGTAACCAA
GAAATTTTGATTCCAACTCATTTCTTCATTGTGCTGACAAGCTGTAAAGATACATCTCAGACGCCTTTGCACTGT
GAAAACCTGGACACCTTGGCTTTCATTTTGCCTCACAGGACTGATAACAGCGAGAGCTGTGTGCATGGGAAGC
ATGACTCCTCATGGGTTGAAGAATTGTTGATGTTGCACAGAGCACGGATCACAGACGTCGAGCACATCACTGG
ACTCAGCTTTTATCAACAAAGAAAAGAGCCAGTTTCAGACATTTTGAAGTTGAAAACACATTTGCCAACCTTTA
GCCAAGAAGAT (SEQ ID NO:11)

Fig. 11
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TAGsNPP1 (extremo N-terminal D8)

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMDDDDDDDDPSCAKEVKSCKGRCFERTFGNCRCDAACVELGNCCL
DYQETCIEPEHIWTCNKFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEPQCP
AGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIID
NKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSV
PFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLH
RCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQ
HFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGF
KHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTPKHPKEVHPLYQCPFTRNPRDNL
GCSCNPSILPIEDFQTQFNLTVAEEKIKHETLPYGRPRVLQKENTICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWTSYT
VDRNDSFSTEDFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTKVSYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQS
FQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYDGRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCK
DTSQTPLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCYHGKHDSSWVEELLMLHRARITDVEHITGLSFYQQRKEPYSD
ILKLKTHLPTFSQED (SEQ ID NO:12)

Fig. 12
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TAGsNPP1 (extremo C-terminal D8)

GTGGGTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCA
TGCCAAGTTGTGCCAAAGAAGTTAAAAGTTGCAAAGGTCGCTGTTTCGAGAGAACATTTGGGAACTGTCGCT
GTGATGCTGCCTGTGTTGAGCTTGGAAACTGCTGTTTGGATTACCAGGAGACGTGCATAGAACCAGAACATAT
ATGGACTTGCAACAAATTCAGGTGTGGTGAGAAAAGATTGACCAGAAGCCTCTGTGCCTGTTCAGATGATTGC
AAGGACAAGGGCGACTGCTGCATCAACTACAGTTCAGTGTGTCAAGGTGAGAAAAGTTGGGTGGAAGAACC
ATGTGAGAGCATTAATGAGCCACAGTGCCCAGCAGGGTTTGAAACGCCTCCTACACTCTTGTTTTCTTTGGATG
GATTCAGGGCAGAATATTTGCACACTTGGGGTGGACTTCTTCCTGTTATTAGCAAACTCAAAAAATGTGGAAC
ATATACTAAAAACATGAGACCGGTGTATCCAACAAAAACTTTCCCCAATCACTACAGCATTGTCACCGGATTGT
ATCCAGAATCTCATGGCATAATCGACAATAAGATGTATGATCCCAAAATGAATGCTTCCTTTTCACTTAAAAGT
AAAGAGAAATTTAATCCGGAGTGGTACAAAGGAGAACCAATTTGGGTCACAGCTAAGTATCAAGGCCTCAAG
TCTGGCACATTTTTCTGGCCAGGATCAGATGTGGAAATTAACGGAATTTTCCCAGACATCTATAAAATGTATAA
TGGTTCAGTGCCATTTGAAGAAAGGATTTTGGCTGTTCTTCAGTGGCTGCAGCTTCCAAAAGATGAAAGACCA
CACTTTTACACTTTGTATTTGGAAGAACCAGATTCTTCAGGTCATTCATATGGACCAGTCAGCAGTGAAGTCAT
CAAAGCCTTGCAGAGGGTTGATGGTATGGTTGGTATGCTGATGGATGGTCTGAAAGAGCTGAACTTGCACAG
ATGCCTGAACCTCATCCTTATTTCAGATCATGGCATGGAACAAGGCAGTTGTAAGAAATACATATATCTGAATA
AGTATTTGGGGGATGTTAAAAATATTAAAGTTATCTATGGACCTGCAGCTCGATTGAGACCCTCTGATGTCCCA
GATAAATACTATTCATTTAACTATGAAGGCATTGCCCGAAATCTTTCTTGCCGGGAACCAAACCAGCACTTCAA
ACCTTATCTGAAACATTTCTTGCCTAAGCGTTTGCACTTTGCTAAGAGTGATAGAATTGAGCCCTTGACATTCTA
TTTGGACCCTCAGTGGCAACTTGCATTGAATCCCTCAGAAAGGAAATATTGTGGAAGTGGATTTCATGGCTCT
GACAATGTGTTTTCAAATATGCAAGCCCTCTTTGTTGGCTATGGACCTGGATTCAAGCATGGCATTGAGGCTG
ACACCTTTGAAAACATTGAAGTCTATAACTTGATGTGTGATTTGCTGAATTTGACACCGGCTCCTAATAACGGA
ACTCATGGAAGTCTTAACCACCTTCTGAAGAATCCTGTTTATACGCCAAAGCATCCCAAAGAAGTGCACCCCCT
GGTGCAGTGCCCCTTCACAAGAAACCCCAGAGATAACCTTGGCTGCTCATGTAACCCTTCCATTTTGCCGATTG
AGGATTTTCAAACACAGTTCAATCTGACCGTGGCAGAAGAGAAGATTATTAAGCATGAAACTTTGCCCTATGG
AAGACCTAGAGTTCTCCAGAAGGAAAACACCATCTGTCTTCTTTCCCAGCACCAGTTTATGAGTGGATACAGCC
AAGACATCTTGATGCCCCTTTGGACATCCTATACCGTGGACAGAAATGACAGTTTCTCTACGGAAGACTTCTCC
AACTGTCTGTACCAGGACTTTAGAATTCCTCTTAGTCCTGTCCATAAATGTTCATTTTATAAAAATAACACCAAA
GTGAGTTACGGGTTCCTCTCCCCACCACAACTGAATAAGAATTCAAGTGGAATATATTCTGAAGCCTTGCTTAC
TACAAATATAGTGCCAATGTACCAGAGTTTTCAAGTTATATGGCGCTACTTTCATGACACCCTCTTGCGAAAGT
ATGCAGAAGAAAGAAATGGTGTCAATGTCGTCAGTGGTCCTGTGTTTGACTTTGATTATGATGGACGTTGTGA
TTCCTTGGAGAATTTGAGGCAAAAAAGAAGAGTCATCCGTAACCAAGAAATTTTGATTCCAACTCATTTCTTCA
TTGTGCTGACAAGCTGTAAAGATACATCTCAGACGCCTTTGCACTGTGAAAACCTGGACACCTTGGCTTTCATT
TTGCCTCACAGGACTGATAACAGCGAGAGCTGTGTGCATGGGAAGCATGACTCCTCATGGGTTGAAGAATTG
TTGATGTTGCACAGAGCACGGATCACAGACGTCGAGCACATCACTGGACTCAGCTTTTATCAACAAAGAAAAG
AGCCAGTTTCAGACATTTTGAAGTTGAAAACACATTTGCCAACCTTTAGCCAAGAAGATGATGACGATGATGA
CGACGATTGA (SEQID NO:13)

Fig. 13
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TAGsNPP1 (extremo C-terminal D8; secuencia de péptido sefal subrayada y fraccion
diana en negrita)

QGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMPSCAKEVKSCKGRCFERTFGNCRCDAACVELGNCCLDYQETCIEPEHIWTCN
KFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEPQCPAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHT
WGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKG
EPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLOQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGH
SYGPVSSEVIKALORVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARL
RPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFH
GSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTPKHPKEVHP
LVQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIEDFQTQFNLTVAEEKIIKHETLPYGRPRVLQKENTICLLSQHQFMSGYSQDIL
MPLWTSYTVDRNDSFSTEDFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSFYKNNTKVSYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMY
QSFQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVFDFDYDGRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHFFIVLTSCKDTSQT
PLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCVHGKHDSSWVEELLMLHRARITDVEHITGLSFYQQRKEPVYSDILKLKTHLPTFS
QEDDDDDDDD (SEQ ID NO:14)

Fig. 14

Péptido enlazador

GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:15)

Fig. 15
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La secuencia de aminoacidos de la region Fc

EPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH EDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQ QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:16 )

Fig. 16

La secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1 (extremo N-terminal D8) + Fc +
enlazador

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGK DDDDDDDD
GGGGSGGGGSAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVT
GLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDI
YKMYNGSVPFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMD
GLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNL
SCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMOQALF
VGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSL (SEQ ID NO:17)

Fig. 17
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La secuencia de aminoacidos de TAGsssNPP1 (extremo C-terminal D8) + Fc +
enlazador

IGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHANHYTQKSLSLSPGKAGFETPPTLLFSLDGFRAEYLHTW
GGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGIIDNKMYDPKMNASFSLKSKEKFNPE
WYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSVPFEERILAVLQWLQLPKDERPHFYT
LYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKY
LGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFNYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYL
DPQWQLALNPSERKYCGSGFHGSDNVFSNMQALFVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAP
NNGTHGSLGGGGSGGGGS DDDDDDDD (SEQ ID NO: 18)

Fig. 18

31



ES 2628 841 T3

HindHI (1)

/r”; AUa I (18)
;/‘;;" Barn HI (36}

\ Cla 1 (184)
N / - Xmal(315)
a1
. Smal@m)
h Neo 1(569)

* Apa LI (1506)
Pst1(1936)

D8

Eco RI(7830)
EcoRI(7739)
Y
Apa U (7411)
sNPP1

Pg1(6951) -
Ps1(6662) ~

1,
Lirnyy,,
’,”////,,,’

SRR

pTT22-sNPP1.D8

8.389 pb
Neo1(5807) g i
Eco RI (5785) \\\\Apa LI (2752)
AalGae) 7 ) \
o \\ " Neo 1(3302)
Neo1(4865) I " Xmal(37)
v 13470
Sma 1(3473)

Fig. 19

32



ES 2628 841 T3

Analisis por Western
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