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DESCRIPCION
Composiciones para tratar afecciones patolégicas de calcificacion y métodos que usan las mismas
Referencia a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad a tenor de 35 U.S.C. § 119(e) de la Solicitud de patente provisional de los
EE.UU. N.° 62/163.500, presentada el 19 de mayo de 2015.

Antecedentes de la invencion

La calcificacion arterial generalizada de la infancia (CAGI) es una enfermedad neonatal muy rara caracterizada por la
aparicion infantil de calcificaciones arteriales generalizadas en vasos grandes y medianos que provocan colapso
cardiovascular y muerte en el periodo neonatal. La enfermedad se presenta clinicamente con insuficiencia cardiaca,
dificultad respiratoria, hipertension, cianosis y cardiomegalia. El prondstico es grave, con publicaciones mas antiguas
de una tasa de mortalidad del 85 % a los seis meses, mientras que recientemente el tratamiento intensivo con
bifosfonatos ha reducido la mortalidad al 55 % a los seis meses. Este aparente progreso se ve atenuado por la grave
toxicidad esquelética asociada al uso prolongado de etridonato en pacientes con CAGI, la observacién de que los
limitados datos disponibles dificultan la determinacidén de si el tratamiento con bifosfonatos es realmente protector o
refleja la historia natural de la enfermedad en los pacientes menos afectados y la ineficacia de los bifosfonatos para
prevenir la mortalidad en algunos pacientes, incluso cuando se instauran precozmente.

La incidencia general de la CAGI es rara, con 200 casos publicados en la literatura médica y una frecuencia de
enfermedad de uno en 391.000. Aunque la enfermedad fue descrita por primera vez por Bryant y White en 1901, no
fue hasta el afio 2000 que Rutsch y sus colegas observaron que los niveles séricos de PPiy la actividad enzimatica
de ENPP1 estaban significativamente alterados en pacientes con CAGI. ENPP1 (también conocida como NPP1 o PC-
1) es un miembro de la familia de enzimas ectonucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (también conocida como ENPP
o NPP), que se caracterizan por la actividad fosfodiesterasa, y es una glicoproteina unida a la membrana extracelular
de tipo Il ubicada en las vesiculas de la matriz de depésito de minerales de los osteoblastos y los condrocitos, asi
como la superficie vascular de los capilares cerebrales. ENPP1 cataboliza la degradacién del ATP extracelular en AMP
y PPi. PPi inhibe la mineralizacién tisular ectépica, presumiblemente ocupando algunos de los sitios de Pi en la
superficie de cristales de hidroxiapatita (HA) nacientes o en crecimiento, creando de este modo irregularidades que
ralentizan o interrumpen la propagaciéon del crecimiento cristalino. Las mutaciones inactivadoras en ENPP1
representan el 75 % de los pacientes con CAGI, y una fraccidén considerable de los pacientes restantes son resultado
de mutaciones inactivadoras en el transportador de membrana dependiente de ATP MRP6, codificado por el gen
abcc6. Las mutaciones en abccb se han relacionado con la disminuciéon de las concentraciones extracelulares de
nucleésidos trifosfatos, limitando de este modo el metabolismo de ENPP1 del ATP en PPi extracelular.

Los rifiones son esenciales para el mantenimiento del metabolismo 6seo y mineral normal, incluyendo la excrecién de
fosfato. Los pacientes con insuficiencia renal son incapaces de regular adecuadamente el equilibrio mineral sérico y
tienden a conservar el fosfato que se absorbe de los diversos componentes de la dieta. Un nivel sérico elevado de
fosfato se asocia a una secrecidén excesiva de hormona paratiroidea y a una tendencia a la calcificacién de los tejidos
blandos, incluyendo los vasos sanguineos.

En pacientes con insuficiencia renal, puede producirse la eliminacién excesiva de aniones fosfato y pirofosfato durante
la hemodiélisis o la dialisis peritoneal. El agotamiento de estos aniones de los tejidos y el plasma conduce a trastornos
del metabolismo éseo y mineral, incluyendo osteomalacia y calcificacién de tejidos blandos y enfermedades 6seas. La
deficiencia de pirofosfato puede ser un factor de riesgo para la deposicidén de calcio en los pequefios vasos de la piel,
provocando una vasculitis inflamatoria denominada calcifilaxis que puede conducir a la gangrena de la piel y los tejidos
subyacentes, dando como resultado dolor crénico grave. La calcifilaxis puede requerir la amputacién del miembro
afectado y suele ser mortal, sin tratamiento eficaz para esta afeccién. La calcificacién ectédpica, si no se trata, da como
resultado un aumento de la morbilidad y la mortalidad. Es importante regular la cantidad de pirofosfato en el sistema
y reducir la aparicién de calcifilaxis en los pacientes.

En 2003, 19,5 millones de adultos estadounidenses padecian enfermedad renal crénica (ERC) y 13,6 millones estaban
en el estadio 2-5 de la ERC, segun la definicién de la Iniciativa para la Calidad de los Resultados de la Enfermedad
Renal de la Fundacién Nacional del Rifion (NKFK/DOQI, por sus siglas en inglés). Con frecuencia, los efectos adversos
de la enfermedad renal crénica pueden prevenirse o retrasarse mediante la deteccién y el tratamiento precoces.

La prevalencia de la enfermedad renal terminal (ERT) estd aumentando a un ritmo alarmante. En el afio 2000, la
enfermedad renal terminal se desarrollé en mas de 90.000 personas en los EE.UU. La poblacién de pacientes en
terapia de dialisis 0 que necesitaban un trasplante era de 380.000 en 2003, y pasé6 a ser de 651.000 pacientes en
2010. La atencidn a los pacientes con ERT consume ya mas de 18.000 millones de délares al afio en los EE.UU,, una
carga sustancial para el sistema sanitario.

La arteriolopatia urémica calcificante (también conocida como AUC) es una enfermedad mortal que se observa en
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pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) en didlisis. La calcificaciéon de las arterias pequefias provoca la
isquemia de los tejidos y la piel, infarto y trombosis, con una mortalidad de los pacientes cercana al 80 %. Actualmente
hay 450.000 pacientes en dialisis en los EE.UU. que corren el riesgo de contraer AUC, y no hay tratamientos aprobados
por la FDA para la enfermedad. La AUC presenta caracteristicas similares a la CAGI y otros trastornos de la
calcificacion al presentar niveles bajos de PPiy niveles elevados del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (o FGF23).
En pacientes con ERT que requieren diélisis, este proceso de calcificaciéon se acelera alin mas, con una esperanza
de vida promedio de 5-6 afios.

El pseudoxantoma elastico (PXE) es un trastorno hereditario caracterizado por la mineralizacion de las fibras elasticas
de la piel, las arterias y la retina, que da como resultado lesiones dérmicas con laxitud y pérdida de elasticidad
asociadas, insuficiencia arterial, enfermedades cardiovasculares y hemorragias retinianas que conducen a la
degeneracién macular. Las mutaciones asociadas al PXE también se ubican en el gen abcc6. Las manifestaciones
cutaneas se encuentran entre las caracteristicas méas comunes del PXE, pero los sintomas oculares y cardiovasculares
son los responsables de la morbilidad de la enfermedad. Las lesiones cutaneas caracteristicas (papulas y placas
amarillentas y laxitud con pérdida de elasticidad, normalmente observadas en las areas de la cara, cuello, axilas, fosa
antecubital, fosa poplitea, ingles y periumbilical) son generalmente un signo precoz de PXE y dan como resultado una
acumulacién de fibras elasticas mineralizadas anormales en la dermis media y por lo general se detectan durante la
infancia o la adolescencia y progresan lentamente y con frecuencia de forma imprevisible. El diagnéstico de PXE
puede confirmarse mediante una biopsia cutanea que muestre calcificacién de fibras elésticas fragmentadas en la
dermis media e inferior.

Las complicaciones cardiovasculares comunes de la PXE se deben a la presencia de fibras elasticas calcificadas
anormales en la lamina elastica interna de las arterias de tamafio medio. El amplio espectro de fenotipos incluye
cambios ateroescleréticos prematuros, fibroplasia de la intima causante de angina o claudicacién intermitente o
ambas, infarto de miocardio precoz e hipertensién. El engrosamiento fibroso del endocardio y de las valvulas
auriculoventriculares también puede dar como resultado una miocardiopatia restrictiva. Aproximadamente el 10 % de
los pacientes con PXE también desarrollan hemorragias gastrointestinales y complicaciones del sistema nervioso
central (tales como ictus y demencia) como consecuencia de la mineralizacién sistémica de la pared arterial. Ademas,
en los pacientes con PXE puede observarse hipertensién renovascular y aneurisma del tabique auricular.

Las condiciones en las que los niveles séricos de fosfato estédn reducidos o elevados se denominan hipofosfatemia e
hiperfosfatemia, respectivamente. La hipofosfatemia, que con frecuencia da como resultado una pérdida renal de
fosfato, estd provocada por una serie de trastornos genéticos, incluyendo el raquitismo hipofosfatémico ligado al
cromosoma X (HLX), el raquitismo hipofosfatémico hereditario con hipercalciuria (RHHH), la enfermedad ésea
hipofosfatémica (EOH) y el raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante (RHAD). Los mecanismos moleculares
exactos por los que se mantienen las concentraciones adecuadas de fosfato sérico no se conocen bien, pero es crucial
mantener los niveles séricos de fosfato para aliviar los sintomas de dichas enfermedades.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de composiciones y métodos novedosos para tratar enfermedades y
trastornos asociados a la calcificaciéon patolégica y/o la osificacién patolégica. Dichas composiciones y métodos no
deben perturbar indeseablemente otros procesos fisiolégicos. La presente invencién satisface esta necesidad.

Breve sumario de la invencion

El alcance de la presente invencion se define a través de las reivindicaciones. Las realizaciones de la descripcion
relativas a los métodos de tratamiento no estan cubiertas por las reivindicaciones. Cualquier realizaciéon o ejemplo que
se divulgue en la descripcién, pero que no esté cubierto por las reivindicaciones, debe considerarse presentado
Unicamente con fines ilustrativos. La invencion proporciona:
1. Un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) soluble de férmula; PROTEINA-Z-
DOMINIO,
en donde
la PROTEINA comprende el dominio enziméatico NPP1 de una proteina NPP1 humana, en donde la proteina NPP1
humana comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 ausente en los dominios citosélico
y transmembrana;
en donde el DOMINIO comprende el dominio Fc de la IgG1 humana,;
en donde Z es la secuencia de aminoacidos LIN; y
el polipéptido carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.
2. El polipéptido de acuerdo con el punto 1, en donde PROTEINA-Z-DOMINIO comprende:
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 que comienza con FTAGLKPSCAKE como se indica por ** en
la SEQ ID NO: 16 donde F es el resto nimero 93, o
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 que comienza con GLKPSCAKE como se indica por el doble
subrayado en la SEQ ID NO: 18 donde G es el resto nimero 23, o
la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 20 que comienza con PSCAKE como se indica por el doble
subrayado en la SEQ ID NO: 20 donde P es el resto numero 23.
3. Una composicién que comprende un polipéptido de fusién ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1
(NPP1) - fc de IgG1 soluble que comprende:
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NPP1-LIN-Fc soluble como se expone en la SEQ ID NO: 16, donde la escisién en la posicién indicada ** con
respecto a la SEQ ID NO: 16 identifica el extremo N del polipéptido de fusién; o

NPP1-LIN-Fc¢ soluble como se expone en la SEQ ID NO: 18, donde la secuencia lider identificada como restos 1-
MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 18 esta ausente; o

NPP1-LIN-Fc soluble como se expone en la SEQ ID NO: 20, donde la secuencia lider identificada como 1-
MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 20 esta ausente;

y en donde el polipéptido de fusién NPP1-Fc carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.

4. Una composicién que comprende células de mamifero transfectadas de forma estable que comprenden una
secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de uno cualquiera de los puntos 1-3.
5. Una composicién que comprende células de mamifero transfectadas de forma estable que comprenden una

secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de fusion ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) -Fc
de formula:
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO: 16 y expresa una forma soluble del polipéptido de fusién
que tiene un extremo N que comienza con FTAGLKPSCAKE y se genera mediante escisidén en la posicién indicada
** con respecto a la SEQ ID NO: 16, o
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO. 18 y que expresa una forma soluble del polipéptido de
fusién que tiene un extremo N que comienza con GLKPSCAKE como resultado de la escisién para eliminar la
secuencia lider identificada como 1-MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 18, o
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO: 20 y expresa una forma soluble del polipéptido de fusién
que tiene un extremo N que comienza con PSCAKE como resultado de la escisién para eliminar la secuencia lider
identificada como 1-MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 20,
y en donde el polipéptido de fusién NPP1-Fc carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.
6. La composicién de cualquiera de los puntos 4-5, en donde dichas células de mamifero son células HEK293.
7. Un método de expresién de un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) soluble,
comprendiendo el método cultivar la composicién de acuerdo con el punto 5 0 6 en condiciones que permiten la
expresion del polipéptido codificado por la secuencia nucleotidica.

8. El método del punto 7, que comprende demas purificar el polipéptido del sobrenadante de las células de
mamifero cultivadas.

9. El polipéptido NPP1 soluble purificado mediante el método del punto 8.

10. Una composicién farmacéutica que comprende el polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
1-3 0 el punto 9 y un portador farmacéuticamente aceptable.

11. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1-3 0 9 o la composicidén farmacéutica del punto

10 para su uso en el tratamiento de al menos una de entre Calcificacion arterial generalizada de la infancia (CAGI),
Enfermedad renal crénica (ERC), Enfermedad renal terminal (ERT), Calcificacién arterial infantil idiopatica (CAll),
Osificacién del ligamento longitudinal posterior (OLLP), raquitismo hipofosfatémico, calcificacién de las placas
ateroescleréticas, Pseudoxantoma elastico (PXE), formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis
anquilosante, endurecimiento de las arterias que se produce con el envejecimiento y calcifilaxis.

12. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de acuerdo
con el punto 10 para su uso en el tratamiento de la Calcificaciéon arterial generalizada de la infancia (CAGI) o el
Pseudoxantoma eléstico (PXE).

13. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de acuerdo
con el punto 10 para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una mutacién de pérdida de funcién en ENPP1.
14. El polipéptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de acuerdo

con el punto 10 para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una mutacién de pérdida de funcién en ABCCB&.

En el presente documento se divulga un compuesto de férmula (), o una sal o solvato del mismo y su uso en un
método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o un trastorno asociados a la calcificacién patolégica u
osificacién patol6gica en un sujeto que lo necesite, asi como su uso en un método de reduccién o prevencién de
calcificaciones cardiacas, calcificaciones arteriales y/o mineralizaciones de fibras elésticas en un lactante aquejado de
al menos una enfermedad o un trastorno seleccionados del grupo que consiste en CAGI y PXE.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula (1) es PROTEINA-Z-DOMINIO-X-Y (1), en donde
en (1): la PROTEINA se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19
y la SEQ ID NO: 24; el DOMINIO se selecciona del grupo que consiste en un dominio Fc de IgG humana (también
denominado Fc), proteina albdmina sérica humana (también denominada ALB) y un fragmento de la misma; Xy Z
estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-20 aminoécidos; e, Y esta ausente o es
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (DSS),(SEQ ID NO: 4), (ESS), (SEQ ID NO: 5), (RQQ)» (SEQ
ID NO: 8), (KR), (SEQ ID NO: 7), Rm (SEQ ID NO: 8), DSSSEEKFLRRIGRFG (SEQ ID NO: 9), EEEEEEEPRGDT
(SEQ ID NO: 10), APWHLSSQYSRT (SEQ ID NO: 11), STLPIPHEFSRE (SEQ ID NO: 12), VTKHLNQISQSY (SEQ ID
NO: 13) y Em (SEQ ID NO: 14), en donde m es un numero entero que varia de 1 a 15, y en donde n es un ndmero
entero que varia de 1 a 10.

En determinados aspectos de la divulgacién, el DOMINIO es un Fc o fragmento del mismo. En otras realizaciones, el
DOMINIO es una ALB o fragmento de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacién, Y esta ausente y el compuesto carece de una secuencia dirigida al hueso
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con carga negativa.

En determinados aspectos de la divulgacién, la PROTEINA tiene una mutacion en al menos una posicién seleccionada
del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289,
Ser 287, Ala 454, Gly 452, Gin 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342,
Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, el dominio nucleasa de la PROTEINA o
mutante de la misma estéd ausente. Incluso en ofras realizaciones, el dominio nucleasa de aproximadamente el resto
524 a aproximadamente el resto 885 con respecto a la SEQ: 1 estéa ausente en la PROTEINA o mutante de la misma.
Incluso en otras realizaciones, un segmento de la regién extracelular de NNP2 que contiene un sitio de escisién de
furina o péptido sefial estd, o no esté, sustituido en la PROTEINA o mutante de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacién, el DOMINIO es un Fc o fragmento del mismo, y en donde PROTEINA-
Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 15)-Z-(Fc o fragmento del mismo), (SEQ ID NO: 17)-Z-(Fc o fragmento del
mismo), (SEQ ID NO: 19)-Z-(Fc o fragmento del mismo), (SEQ ID NO: 24)-Z-(Fc o fragmento del mismo), 0 un mutante
de los mismos que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste
en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly
452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536,
con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO:
18, la SEQ ID NO: 20, (SEQ ID NO: 24)-Z-(SEQ ID NO: 26), o un mutante de los mismos que comprende al menos
una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450,
Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508,
Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacién, DOMINIO es una ALB o fragmento de la misma, y en donde PROTEINA-
Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 15)-Z-(ALB o fragmento de la misma), (SEQ ID NO: 17)-Z-(ALB o fragmento de
la misma), (SEQ ID NO: 19)-Z-(ALB o fragmento de la misma), (SEQ ID NO: 24)-Z-(ALB o fragmento de la misma), o
un mutante de los mismos que comprende al menos una mutacién en al menos una posicidén seleccionada del grupo
que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287,
Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343
y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacién, PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 21, (SEQ ID NO:
17)-Z-(SEQ ID NO: 27), la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 25, o un mutante de los mismos que comprende al menos
una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450,
Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, Gin 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508,
Arg 456, Asp 276, Tyr 434, Gin 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto tiene un valor de ksat mayor o igual a aproximadamente 3,4
(£0,4) s enzima™', en donde la ket se determina midiendo la tasa de hidrélisis de ATP del compuesto.

En determinados aspectos de la divulgacion, el compuesto tiene un valor de Ky inferior a o igual a aproximadamente
2 uM, en donde la Ku se determina midiendo la tasa de hidrélisis de ATP del compuesto.

En determinados aspectos de la divulgacién, el polipéptido NPP1 es un producto de escisién de un polipéptido NPP1
precursor que comprende un dominio transmembrana ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-2 (NPP2).

En determinados aspectos de la divulgacién, el dominio transmembrana de NPP2 son los restos 12-30 del N.° de
registro del NCBI NP_001124335 (SEQ ID NO: 2), que corresponde a la SEQ ID NO: 23.

En determinados aspectos de la divulgacion, el método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto descrito en el presente documento.

En determinados aspectos de la divulgacion, la enfermedad comprende al menos una seleccionada del grupo que
consiste en Calcificacién arterial generalizada de la infancia (CAGI), Calcificaciéon arterial infantil idiopatica (CAll),
Osificacién del ligamento longitudinal posterior (OLLP), raquitismo hipofosfatémico, osteoartritis y calcificacién de las
placas ateroescleroéticas.

En determinados aspectos de la divulgacion, la enfermedad comprende al menos una seleccionada del grupo que
consiste en PXE, formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis anquilosante, endurecimiento de
las arterias que se produce con el envejecimiento, calcifilaxis resultado de la enfermedad renal terminal y progeria.

En determinados aspectos de la divulgacién, Y esta ausente y el compuesto carece de una secuencia dirigida al hueso
con carga negativa.
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En determinados aspectos de la divulgacién, el método comprende administrar al lactante una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido dado que comprende wun polipéptido ecto-nucleétido
pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) y un dominio Fc de 1gG, en donde el polipéptido dado carece de un dominio de
acido poliaspartico, por lo que la administracién del polipéptido dado aumenta las concentraciones extracelulares de
pirofosfato (PPi) en el lactante.

En determinados aspectos de la divulgacién, el método comprende administrar al lactante una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido dado que comprende wun polipéptido ecto-nucleétido
pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) y una ALB, en donde el polipéptido dado carece de un dominio de &cido
poliaspartico, por lo que la administracién del polipéptido dado aumenta las concentraciones extracelulares de
pirofosfato (PPi) en el lactante.

En determinados aspectos de la divulgacion, la administracién es al menos una seleccionada del grupo que consiste
en por inhalacién, oral, nasal, rectal, parenteral, sublingual, transdérmica, transmucosa (por ejemplo, sublingual,
lingual, (trans)bucal, (trans)uretral, vaginal (por ejemplo, por via trans y perivaginal), (intra)nasal y (trans)rectal),
intravesical, intrapulmonar, intraduodenal, intragéstrica, intratecal, subcutédnea, intramuscular, intradérmica,
intraarterial, intravenosa, intrabronquial, por inhalacién y tépica. En otras realizaciones, la administracién es
subcutanea.

En determinados aspectos de la divulgacidn, la administracién restablece las concentraciones extracelulares de
pirofosfato del lactante a un nivel dentro del intervalo descubierto en un lactante no aquejado de CAGI y/o PXE.

En determinados aspectos de la divulgacién, el lactante presenta y/o es diaghosticado con "retraso del crecimiento”
antes de la administracién.

Breve descripcién de los dibujos

La siguiente descripcidn detallada de realizaciones ilustrativas se entendera mejor cuando se lea junto con los dibujos
adjuntos. Con el fin de ilustrar la invencién, en los dibujos se muestran realizaciones especificas.

Las FIG. 1A-1G comprenden un conjunto de imagenes y gréficos que ilustran un estudio de historia natural. FIG. 1A:
Pesos diarios promedio de las parejas de hermanos ENPP1-asj/asj y ENPP1-WT con dieta de aceleracién (WT es tipo
silvestre, por sus siglas en inglés). Pesos diarios de ratones ENPP1-WT (cuadrados de color cian) y ENPP1-asj/asj
(circulos de color verde) con la dieta de aceleracién durante un periodo de 70 dias. Se observa un punto de retraso
del crecimiento en la cohorte de ENPP1-asj/asj el dia 26, cuando los pesos divergen de ENPP1-WT. Los eventos de
muerte estdn marcados con flechas rojas. FIG. 1B: Curvas de supervivencia, Estudio de historia natural. La
supervivencia media de ENPP1-asj/asj fue de 58 dias. No se observaron muertes en la cohorte de ENPP1-WT. FIG.
1C. Micro-TC representativa e histologia, Estudio de historia natural. Algunos animales asj/asj mostraron
calcificaciones drasticas en corazén y aorta visibles en E). Las aortas de los ratones ENPP1-asjfasj presentaban
calcificaciones casi circunferenciales y generalizadas en las paredes vasculares, como ilustra la tincidn roja de Alzarian
de las aortas. FIG. 1F: Histologia de ratones asj/asj, Ventriculo izquierdo (40x). Extensas calcificaciones rodeadas de
tejido cicatricial que revelan la presencia de antiguos infartos de miocardio repetidos curados. FIG. 1G: Histologia de
ratones asjfasj, Septo (100X). M&s normalmente, los ratones asj mostraron pequefios focos de calcificaciones con
tejido cicatricial circundante, como se observa en este caso en el septo miocérdico, también diagnéstico de infartos de
miocardio previos.

Las FIG. 2A-2E comprenden un conjunto de imégenes y graficos que ilustran una via metabélica, asi como el disefio,
la estabilidad y las propiedades cinéticas de una proteina terapéutica de la invencién. FIG. 2A: Esquema de la via
metabdlica del metabolismo purinérgico relacionada con la calcificacién ectépica. ENPP1 convierte el ATP extracelular
en AMP y PPi, TNAP convierte PPi en Pi, y CD73 convierte AMP en adenosina y Pi. El gen abccé codifica MRP6, un
transportador de membrana que aumenta la concentracién extracelular de ATP. Las mutaciones de pérdida de funcién
en TNAP dan como resultado la hipofosfatasia familiar. Las mutaciones de pérdida de funcién en ENPP1 dan como
resultado CAGI, las mutaciones de pérdida de funcién en MRP6 dan lugar a PXE y las mutaciones de pérdida de
funcién en CD73 dan lugar a una enfermedad de calcificacién arterial y articular denominada "ACDC". FIG. 2B: Disefio
de la proteina terapéutica ENPP1. Para producir una proteina recombinante soluble, se sustituyé en ENPP1 un
segmento de la regién extracelular de NPP2 que contenia un sitio de escisién de furina, como se ha descrito
anteriormente, y la proteina se fusioné por el extremo C con el dominio Fc de inmunoglobulina humana 1 (1IgG1). FIG.
2C: Estabilidad de ENPP1 terapéutica. Se observé que la actividad Ap3A de ENPP1-Fc era estable al ciclo de
congelacién-descongelacién en PBS después de su almacenamiento a -80 °C. FIG. 2D-2E: Cinética en estado
estacionario de hENPP1-Fc. FIG. 2D: Cursos temporales de formacién de AMP medidos mediante analisis por HPLC
después de la adicién de hNPP1-Fc 10 nM a (de abajo a arriba) ATP 1,0, 2,0, 7,8, 125y 250 uM. Las curvas suaves
a pesar de los datos son ajustes obtenidos mediante el analisis no lineal del curso temporal cinético. La insercién
muestra los cursos temporales de [ATP] inferior en el Panel A, (de abajo a arriba) ATP 1,0, 2,0, 7,8 uM. El curso
temporal de ATP 1,0 uM muestra que el ATP se agotd totalmente después de 1 minuto y, por lo tanto, no se pudo
determinar la velocidad. FIG. 2E: Velocidad inicial de hidrélisis de ATP dependiente de la concentracién de ATP por
enzima. Las velocidades iniciales después de 7,8 uM son esencialmente las mismas con keat (el promedio) = 3,4 (x0,4)
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s enzima™. La velocidad inicial a una concentracion de ATP de 2,0 UM es aproximadamente la mitad del valor de Kcat,
por lo que se estima Ku ~ ~ 2 UM para la hidrdlisis de ATP por la proteina hNPP1-Fc.

Las FIG. 3A-3D comprenden un conjunto de imagenes y graficos que ilustran un estudio de prueba de concepto. FIG.
3A: Peso diario de los animales. Pesos diarios promedio de las parejas de hermanos ENPP1-WT y ENPP1-asj/asj
dosificadas con vehiculo (inyecciones diarias de PBS complementadas con GK 1,5 semanal) en comparacién con las
parejas de hermanos ENPP1-asj/asj dosificadas a diario con ENPP1-Fc de ratén (mMENPP1-Fc) a 500 ua/kg C.D. en
PBS e inmunosupresién GK1,5 semanal. La dosificacidén y el pesaje comenzaron el dia 14. Las muertes en la cohorte
de ENPP1 -asj/asj + vehiculo se indican con flechas rojas el dia de la muerte. No se observaron muertes en la cohorte
de ENPP1-WT + vehiculo o ENPP1-asj/asj + ENPP1-Fc. FIG. 3B: Curvas de supervivencia, Estudio de prueba de
concepto. FIG. 3C: Histologia del ventriculo izquierdo, (40x, HyE), ratén asj/asj sin tratar que muestra un gran foco de
calcificaciones y microinfartos en la pared libre. FIG. 3D: Histologia del ventriculo izquierdo, (40x, HyE), ratén asj/asj
tratado. Ninguno de los ratones ENPP1-asj tratados mostrd una histologia ventricular izquierda anormal.

Las FIG. 4A-4G comprenden un conjunto de imagenes que ilustran la histologia representativa y un estudio de prueba
de concepto. Fig 4A-4B: Aorta (40x, rojo alzariano). Los ratones ENPP1-asj sin tratar (FIG. 4A) mostraron
calcificaciones aérticas casi circunferenciales, mientras que los ratones ENPP1-asj tratados (FIG. 4B), no. FIG. 4C:
Ratones ENPP1-asj/asj sin tratar, Ventriculo derecho (40x, HyE). Dos ratones ENPP1-asj sin tratar tenian grandes
infartos de miocardio confluentes en la pared libre del Ventriculo Derecho. FIG. 4D: Ratones ENPP1-asj/asj tratados,
Ventriculo derecho (40x, HyE). Todos los ratones ENPP1-asj tratados mostraron un miocardio del Ventriculo Derecho
normal. FIG. 4E: Ratones ENPP1-asj/asj sin tratar, Arterias coronarias (100x, HyE). Todos los ratones ENPP1-asj/asj
sin tratar tenian calcificaciones coronarias, mostrando la mayoria calcificaciones circunferenciales en arterias
coronarias rodeadas de tejido cicatricial, diagnéstico de isquemia e infarto de miocardio. FIG. 4F: Ratones ENPP1-
asj/asj sin ftratar, Septo miocardico (100x, HyE). Casi todos los animales (77 %) mostraron calcificaciones
intracardiacas rodeadas de tejido cicatricial, como se demostré en este animal en el septo miocardico. FIG. 4G:
Comparacién fenotipica, ratones ENPP1-asj/asj tratados y sin tratar. Existe una diferencia drastica de tamafio entre
los animales tratados y sin tratar, y una marcada diferencia en la movilidad y la salud de los animales, que se observa
mejor en la pelicula presentada en los datos complementarios.

Las FIG. 5A-5F comprenden un conjunto de imagenes y graficos que ilustran los biomarcadores de respuesta a la
enfermedad. FIG. 5A: Las exploraciones de micro-TC de alta resolucién postmortem revelaron calcificaciones extensas
en los ratones ENPP1-asj/asj sin tratar en los corazones, las arterias coronarias y las aortas ascendente y
descendente, pero absolutamente ninguna calcificacién en estos 6rganos en la cohorte de ENPP1-asj/asj tratados o
en ratones ENPP1-WT. FIG. 5B: La [PPi] plasmética en animales ENPP1-WT y ENPP1-asj/asj tratados y sin tratar
revelé que el tratamiento con ENPP1-FC aumentd la [PPi] en ratones ENPP1-asj/asj por encima de los niveles WT, y
muy por encima de los niveles casi indetectables presentes en ratones ENPP1-asj/asj sin tratar. FIG. 5C-5D:
Porcentaje de captacion de ®™PYP inyectado en cabezas de animales WT y asj/asj. El % de captacion de ®™PYP en
las cabezas de los animales del estudio de historia natural se registré6 semanalmente en los animales WT y asj/asj con
la dieta de aceleracion, demostrando que la captacion de ®"PYP permanece casi constante durante un periodo de 80
dias tras el nacimiento, pero difiere notablemente entre los dos grupos experimentales. FIG. 5D: En el estudio de
historia natural, la captacién de ®™PYP promedio en las cabezas de los animales WT fue de aproximadamente el 15 %
de la dosis inyectada durante el periodo de 80 dias, mientras que la captacién de PYP en los animales asj/asj fue de
aproximadamente el 20 % (p<0,001, ensayo T de Student de 2 vias). FIG. 5E-5F: Porcentaje de captacién de ®"PYP
de la dosis inyectada en las cabezas de ratones WT, y asj/asj tratados y sin tratar. La captacién de ®*"PYP se registr6
a mitad del estudio (dia 30-35), (FIG. 5e)) y al final del estudio (dia 50-65, FIG. 5F) en los grupos experimentales. Los
animales WT y asj/asj tratados tenian un porcentaje de captacién en los craneos de aproximadamente el 15 %,
mientras que la cohorte de ENPP1-asj/asj sin tratar fue del 20 % o superior. La diferencia entre los ratones ENPP1-
asj tratados y sin tratar fue estadisticamente significativa (p<0,001, ensayo T de Student de 2 vias), mientras que la
diferencia entre los ratones WT y ENPP1-asj tratados, no.

La FIG. 6, que comprende los paneles a-h, ilustra determinadas construcciones no limitantes de proteinas de fusién
de NPP1. X e Y son péptidos opcionales en algunas realizaciones. Z es un enlazador opcional que conecta el dominio
Fc o el dominio HSA al extremo C de la proteina NPP1. Las regiones terminales N y C de la proteina NPP1 se
representan como N y C en la FIG. 6. Los paneles a-d ilustran proteinas de fusién que comprenden el dominio
transmembrana de NPP2 (marcado como ') y NPP1 (marcado como "**') junto con el dominio enzimatico de NPP1.
El dominio enzimético de NPP1 comienza con la secuencia de aminoacidos PSCAKE y termina con la secuencia de
aminoacidos QED. Los paneles e-h ilustran proteinas de fusidn que comprenden el péptido sefial de NPP2 (marcado
como ') y el dominio transmembrana de NPP1 (marcado como "*') junto con el dominio enzimético de NPP1.

La FIG. 7 es un grafico que ilustra los niveles plasmaticos medidos de PPi en ratones tratados con ENPP1-Fc como
se describe en el Ejemplo 1.

La FIG. 8 es una ilustracién esquematica de un plasmido utilizado para expresar la SEQ ID NO: 22.

La FIG. 9 es una ilustracién esquematica de un plasmido utilizado para expresar la SEQ ID NO: 25.
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La FIG. 10 es una imagen que ilustra una imagen de tincién con plata de construcciones NPP1-Fc purificadas humanas
y de ratén.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere al descubrimiento de que determinados polipéptidos que contienen NPP1, mutantes,
o fragmentos de mutantes de los mismos, son Utiles para el tratamiento de enfermedades y trastornos que implican
un desequilibrio del pirofosfato plasmatico, calcificaciéon patoldgica y/u osificacién patolégica. Las enfermedades y
trastornos que implican calcificacién patolégica y/u osificacion patolégica tratables mediante las composiciones y
métodos de la invencién, incluyen, pero sin limitacion, Calcificacién arterial generalizada de la infancia (CAGI),
Enfermedad renal créonica (ERC), Enfermedad renal terminal (ERT), Calcificacién arterial infantil idiopatica (CAll),
Osificacién del ligamento longitudinal posterior (OLLP), raquitismo hipofosfatémico, calcificacién de las placas
ateroescleréticas, Pseudoxantoma elastico (PXE), formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis
anquilosante, endurecimiento de las arterias que se produce con el envejecimiento, calcifilaxis (tal como resultado de
la enfermedad renal terminal) y progeria.

Dichas enfermedades son el resultado de innumerables causas: algunas son mutaciones genéticas y otras son
complicaciones derivadas de la diabetes, la insuficiencia cardiaca o la dialisis extensa. Sin embargo, en determinadas
realizaciones, tienen en comun el sintoma del desequilibrio del pirofosfato plasmatico y/o una calcificacion extensa.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado comlUnmente entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencién. Aunque en la préactica o ensayo de la presente invencidn pueden usarse cualesquiera métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, se describen métodos y materiales ilustrativos.

Como se usan en el presente documento, cada uno de los siguientes términos tiene el significado que se le atribuye
en esta seccién.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o més de uno (es decir, al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o0 mas de un elemento.

"Aproximadamente", como se usa en el presente documento, cuando se refiere a un valor medible tal como una
cantidad, una duracién temporal, y similares, pretende abarcar variaciones del +20 % o 10 %, en determinadas
realizaciones 5 %, en determinadas realizaciones +1 %, en determinadas realizaciones £0,1 % del valor determinado,
ya que dichas variaciones son adecuadas para realizar los métodos divulgados.

El término "andmalo" cuando se usa en el contexto de los organismos, tejidos, células o componentes de los mismos,
se refiere a esos organismos, tejidos, células o componentes de los mismos que difieren en al menos una caracteristica
observable o detectable (por ejemplo, edad, tratamiento, hora del dia, etc.) de los organismos, tejidos, células o
componentes de los mismos que muestran la caracteristica respectiva "normal" (esperada). Las caracteristicas que
son normales o esperadas para un tipo de célula o tejido, pueden ser anémalas para un tipo de célula o tejido diferente.

Como se usan en el presente documento, el término "ALB" se refiere a una proteina albumina sérica humana.

Una enfermedad o trastorno se "alivia" si la gravedad de un sintoma de la enfermedad o trastorno, la frecuencia con
la que el paciente experimenta dichos sintomas, o ambas, se reducen.

Como se usan en el presente documento, los términos "alteracién”, "defecto", "variacién" o "mutacién" se refieren a
una mutacién en un gen de una célula que afecta a la funcién, actividad, expresién (transcripcién o traduccién) o
conformacién del polipéptido que codifica. Las mutaciones contempladas en la presente divulgacién pueden ser
cualquier mutacién de un gen en una célula que dé como resultado el aumento o la interrupcién de la funcién, actividad,
expresion o conformacion del polipéptido codificado, incluyendo la ausencia total de expresién de la proteina codificada
y pueden incluir, por ejemplo, mutaciones de sentido erréneo y sin sentido, inserciones, supresiones, desplazamientos
de marco de lectura y terminaciones prematuras. Sin estar tan limitadas, las mutaciones incluidas en la presente
divulgacién pueden alterar el corte y empalme del ARNm (mutacién del sitio de corte y empalme) o provocar un
desplazamiento del marco de lectura (desplazamiento del marco de lectura).

La expresidn "variante de secuencia de aminoécidos"” se refiere a polipéptidos que tienen secuencias de aminoéacidos
que difieren en cierta medida de un polipéptido de secuencia nativa. Habitualmente, las variantes de secuencias de
aminoécidos poseen al menos aproximadamente un 70 % de homologia, al menos aproximadamente un 80 % de
homologia, al menos aproximadamente un 90 % de homologia o al menos aproximadamente un 95 % de homologia
con el polipéptido nativo. Las variantes de secuencias de aminoéacidos poseen sustituciones, supresiones y/o
inserciones en determinadas posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
nativa.
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El término "anticuerpo” como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de inmunoglobulina capaz
de unirse especificamente a un epitopo especifico de un antigeno. Los anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas
intactas derivadas de fuentes naturales o de fuentes recombinantes y pueden ser porciones inmunorreactivas de
inmunoglobulinas intactas. Los anticuerpos de la presente divulgacién pueden existir en una diversidad de formas,
incluyendo, por ejemplo, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos intracelulares
("intracuerpos"), Fv, Fab y F(ab)2, asi como anticuerpos monocatenarios (scFv), anticuerpos de cadena pesada, tales
como anticuerpos de camélidos, anticuerpos de sintesis, anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados (Harlow,
et al., 1999, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow, et al., 1989,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York; Houston, et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Set USA
85:5879-5883; Bird, et al., 1988, Science 242:423-426).

Como se usan en el presente documento, el término "Ap3P" se refiere a la adenosina-(5')-trifosfo-(5')-adenosina o a
una sal de la misma.

Como se usan en el presente documento, los términos "nific" y "lactante" se usan indistintamente.

La expresién "secuencia codificante" como se usa en el presente documento, significa una secuencia de un acido
nucleico o su complemento, o una parte de los mismos, que puede transcribirse y/o traducirse para producir el ARNm
y/o el polipéptido o un fragmento de los mismos. Las secuencias codificantes incluyen exones en un ADN gendmico o
transcritos primarios inmaduros de ARN, que se unen mediante la maquinaria bioquimica de la célula para proporcionar
un ARNm maduro. La cadena antisentido es el complemento de dicho acido nucleico, y la secuencia codificante puede
deducirse de la misma. Por el contrario, la expresién "secuencia no codificante”". como se usa en el presente
documento, significa una secuencia de un &cido nucleico o su complemento, o una parte de los mismos, que no se
traduce en aminoacido in vivo, o donde el ARNt no interactla para colocar o intentar colocar un aminoacido. Las
secuencias no codificantes incluyen secuencias intrénicas en ADN gendmico o transcritos primarios inmaduros de
ARN, como secuencias asociadas a genes tales como promotores, potenciadores, silenciadores y similares.

Como se usan en el presente documento, los términos "complementario”" o "complementariedad" se usan en referencia
a polinucleétidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) relacionados por las reglas de apareamiento de bases.

Por ejemplo, la secuencia "A-G-T". es complementaria a la secuencia "T-C-A". La complementariedad puede ser
"parcial", en la que sélo algunas de las bases de los &cidos nucleicos se emparejan de acuerdo con las reglas de
apareamiento de bases. O, puede haber complementariedad "completa" o "total" entre los acidos nucleicos. El grado
de complementariedad entre las cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza
de la hibridacién entre las cadenas de acido nucleico. Esto es particularmente importante en las reacciones de
amplificacién, asi como métodos de deteccién que dependen de la unién entre acidos nucleicos.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "variacién conservadora" o "sustitucién conservadora",
como se usan en el presente documento, se refieren al reemplazo de un resto de aminoécido por otro resto
biolégicamente similar. No es probable que las variaciones o sustituciones conservadoras cambien forma de la cadena
peptidica. Los ejemplos de variaciones o sustituciones conservadoras, incluyen el reemplazo de un resto hidréfobo tal
como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustitucién de un resto polar por otro, tal como la sustitucién
de lisina por arginina, acido aspartico por glutdmico o asparagina por glutamina.

Una "enfermedad" es el estado de salud de un animal en donde el animal no puede mantener la homeostasis y en
donde si la enfermedad no mejora, la salud del animal continta deteriorandose.

Un "trastorno” en un animal es un estado de salud en el que el animal puede mantener la homeostasis, pero en el que
el estado de salud del animal es menos favorable de lo que seria en ausencia del trastorno. Si no se trata, un trastorno
no provoca necesariamente una disminucién adicional en el estado de salud del animal.

Como se usan en el presente documento, el término "dominio" se refiere a una parte de una molécula o estructura que
comparte caracteristicas fisicoquimicas comunes, tales como, pero sin limitaciéon, dominios o propiedades hidréfobas,
polares, globulares y helicoidales. Los ejemplos especificos de dominios de unidn incluyen, pero sin limitacién,
dominios de unién a ADN y dominios de unién a ATP.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "cantidad eficaz", "cantidad farmacéuticamente eficaz" y
"cantidad terapéuticamente eficaz", se refieren a una cantidad no téxica pero suficiente de un agente para proporcionar
el resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser la reduccién y/o el alivio de los signos, sintomas o causas de
una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de un sistema biol6gico. Un experto habitual en la materia puede
determinar una cantidad terapéutica adecuada en cualquier caso individual usando experimentacién de rutina.

"Codificacién" se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un polinucleétido, tal
como un gen, un ADNc o un ARNm, que se sirven de moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas
en procesos biolégicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos (es decir, ARNr, ARNt y ARNm) o una
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secuencia definida de aminoacidos y las propiedades biolégicas resultantes. Por lo tanto, un gen codifica una proteina
si la transcripcién y la traduccién del ARNm correspondiente a ese gen producen la proteina en una célula u otro
sistema biolégico. Tanto la cadena codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la secuencia del ARNmy
que por lo general se proporciona en los listados de secuencias, y la cadena no codificante, utilizada como molde para
la transcripcién de un gen o ADNc, pueden denominarse codificantes de la proteina u otro producto de ese gen o
ADNc.

Como se usan en el presente documento, el término "Fc" se refiere a un dominio Fc de IgG humana.

Como se usan en el presente documento, la expresién "retraso del crecimiento” se refiere a un nifio o lactante cuyo
peso actual o indice de aumento de peso es inferior al de otros nifios de edad y sexo similares. La situacién en la que
un nifio o lactante "tiene un retraso del crecimiento" puede identificarse consultando a un especialista médico y/o
comparando el peso o el indice de aumento de peso del nifio o lactante con los datos conocidos sobre el promedio de
peso o indice de aumento de peso por edad.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmento", aplicado a un &cido nucleico, se refiere a una
subsecuencia de un acido nucleico mayor. Un "fragmento" de un acido nucleico puede tener al menos
aproximadamente 15 nucleétidos de longitud; por ejemplo, al menos de aproximadamente 50 nucledtidos a
aproximadamente 100 nucledétidos; al menos de aproximadamente 100 a aproximadamente 500 nucleétidos, al menos
de aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 nucleétidos; al menos de aproximadamente 1000 nucleétidos a
aproximadamente 1500 nucledtidos; de aproximadamente 1500 nucledtidos a aproximadamente 2500 nucleétidos; o
aproximadamente 2500 nucledtidos (y cualquier valor entero intermedio). Como se usa en el presente documento, el
término "fragmento", aplicado a una proteina o péptido, se refiere a una subsecuencia de una proteina o péptido mayor.
Un "fragmento" de una proteina o péptido puede tener al menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud; por
ejemplo, al menos aproximadamente 50 aminoacidos de longitud; al menos aproximadamente 100 aminoacidos de
longitud; al menos aproximadamente 200 aminoacidos de longitud; al menos aproximadamente 300 aminoéacidos de
longitud; o al menos aproximadamente 400 aminoacidos de longitud (y cualquier valor entero intermedio).

"Homélogo" se refiere a la similitud de secuencia o identidad de secuencia entre dos polipéptidos o entre dos moléculas
de acido nucleico. Cuando una posicién en ambas secuencias comparadas esta ocupada por la misma base o
subunidad de monémero de aminoécido, por ejemplo, si una posicién en cada una de las dos moléculas de ADN esta
ocupada por adenina, entonces las moléculas son homdlogas en esa posicion. El porcentaje de homologia entre dos
secuencias es una funcidén del nimero de posiciones coincidentes u homoélogas compartidas por las dos secuencias
divididas por el nimero de posiciones comparadas X 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias
son coincidentes u homélogas, entonces las dos secuencias son un 60 % homoélogas. A modo de ejemplo, las
secuencias de ADN ATTGCC y TATGGC comparten un 50 % de homologia. Generalmente, se realiza una
comparacién cuando se alinean dos secuencias para proporcionar la homologia maxima.

Como se usa en el presente documento, un "inmunoensayo" se refiere a cualquier ensayo de unién que usa un
anticuerpo capaz de unirse especificamente a una molécula diana para detectar y cuantificar la molécula diana.

El término "inmunoglobulina”" o "Ig", como se usa en el presente documento se define como una clase de proteinas,
que actlan como anticuerpos. Los anticuerpos expresados por los linfocitos B se denominan en ocasiones BCR
(receptor de linfocitos B) o receptor de antigenos. Los cinco miembros incluidos en esta clase de proteinas son IgA,
IgG, IgM, IgD e IgE. La IgA es el principal anticuerpo presente en las secreciones corporales, tales como saliva,
lagrimas, leche materna, secreciones gastrointestinales y secreciones mucosas de las vias respiratorias y
genitourinarias. La 1gG es el anticuerpo circulante mas comun. La IgM es la principal inmunoglobulina producida en la
respuesta inmunitaria primaria en la mayoria de los sujetos. Es la inmunoglobulina mas eficiente en la aglutinacién, la
fijacion del complemento y otras respuestas de anticuerpos, y es importante en la defensa contra bacterias y virus. La
IgD es la inmunoglobulina que no tiene funcién de anticuerpo conocida, pero puede servir como receptor de antigenos.
La IgE es la inmunoglobulina que media la hipersensibilidad inmediata provocando la liberacién de mediadores de los
mastocitos y basdfilos tras la exposicién al alérgeno.

"Material did4ctico", como se usa esta expresion en el presente documento, incluye una publicacién, una grabacién,
un diagrama o cualquier otro medio de expresién que pueda usarse para comunicar la utilidad del acido nucleico,
péptido y/o compuesto de la divulgacién en el kit para identificar o aliviar o tratar las diversas enfermedades o
trastornos citados en el presente documento. Opcionalmente, o como alternativa, el material didactico puede describir
uno o mas métodos para identificar o aliviar las enfermedades o trastornos en una célula o un tejido de un sujeto. El
material didactico del kit puede, por ejemplo, fijarse a un recipiente que contenga el 4cido nucleico, polipéptido y/o
compuesto de la divulgacién o enviarse junto con un recipiente que contenga el &cido nucleico, polipéptido y/o
compuesto. Como alternativa, el material didactico puede enviarse separado del recipiente con la intencién de que el
destinatario use el material didactico y el compuesto de forma cooperativa.

"Aislado" significa alterado o alejado del estado natural. Por ejemplo, un acido nucleico o un polipéptido presente de

forma natural en un animal vivo no est4 "aislado", pero el mismo acido nucleico o polipéptido parcial o totalmente
separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta "aislado". Un acido nucleico o proteina aislados
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pueden existir en forma sustancialmente purificada, o pueden existir en un medio no nativo tal como, por ejemplo, una
célula hospedadora.

Un "acido nucleico aislado”" se refiere a un segmento o fragmento de acido nucleico que se ha separado de las
secuencias que lo flanquean en un estado de origen natural, por ejemplo, un fragmento de ADN que se ha separado
de las secuencias normalmente adyacentes al fragmento, por ejemplo, las secuencias adyacentes al fragmento en un
genoma en el que se encuentra de forma natural. La expresién también se aplica a los acidos nucleicos que se han
purificado sustancialmente de otros componentes que acompafian de forma natural al 4cido nucleico, por ejemplo,
ARN o ADN o proteinas, que lo acompafian de forma natural en la célula. Por lo tanto, la expresién incluye, por ejemplo,
un ADN recombinante que se incorpora en un vector, en un pladsmido o virus que se replica de forma auténoma, o en
el ADN gendmico de un procariota o eucariota, 0 que existe como una molécula distinta (por ejemplo, como un ADNc
o un fragmento genémico o de ADNc producido mediante PCR o mediante digestién con enzimas de restriccion)
independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que forma parte de un gen hibrido que
codifica una secuencia polipeptidica adicional.

Como se usan en el presente documento, el término "NPP" o "ENPP" se refiere a ectonucleétido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa.

Un "4cido nucleico" se refiere a un polinucleétido e incluye polirribonucledtidos y polidesoxirribonucleétidos. Los &cidos
nucleicos de acuerdo con la presente divulgacién pueden incluir cualquier polimero u oligémero de bases de pirimidina
y purina, preferentemente citosina, timina, y uracilo, y adenina y guanina, respectivamente. Véase Albert L. Lehninger,
Principles of Biochemistry, en 793-800 (Worth Pub. 1982). De hecho, la presente divulgacién contempla cualquier
desoxirribonucledtido, ribonucleétido o componente de acido nucleico peptidico, y cualesquier variantes quimicas de
los mismos, tales como las formas metiladas, hidroximetiladas o glucosiladas de estas bases, y similares. Los
polimeros u oligémeros pueden tener una composicién heterogénea u homogénea, y pueden aislarse de fuentes de
origen natural o producirse artificial o sintéticamente. Ademas, los &cidos nucleicos pueden ser ADN o ARN, o una
mezcla de los mismos, y pueden existir de forma permanente o transitoria en forma monocatenaria o bicatenaria,
incluyendo homoduplex, heteroduplex y estados hibridos.

Un "oligonucleétido" o "polinucleétido” es un &cido nucleico que varia de al menos 2, en determinadas realizaciones
al menos 8, 15 0 25 nucleétidos de longitud, pero puede tener hasta 50, 100, 1000 o 5000 nucledtidos de longitud o
un compuesto que se hibrida especificamente con un polinucleétido. Los polinucleétidos incluyen secuencias de acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN) o miméticos de los mismos que pueden aislarse de fuentes
naturales, producirse de forma recombinante o sintetizarse artificialmente. Otro ejemplo de polinucleétido de la
presente divulgacién puede ser un 4cido nucleico peptidico (PNA). (Véase la Patente de los EE.UU. N.°6.156.501) La
divulgacién también abarca situaciones en las que existe un apareamiento de bases no tradicional tal como el
apareamiento de bases de Hoogsteen que se ha identificado en determinadas moléculas de ARNt y se ha postulado
que existe en una triple hélice. "Polinucleétido” y "oligonucleétido" se usan indistintamente en el presente documento.
Se entiende que cuando una secuencia de nucleétidos esta representada en el presente documento por una secuencia
de ADN (por ejemplo, A, T, Gy C), esto incluye también la secuencia de ARN correspondiente (por ejemplo, A, U, G,
C)enla que "U" reemplaza a "T".

Como se usan en el presente documento, el término "paciente”, "individuo" o "sujeto" se refiere a un ser humano o a
un mamifero no humano. Los mamiferos no humanos incluyen, por ejemplo, ganado y animales domésticos, tales
como los mamiferos ovinos, bovinos, porcinos, caninos, felinos y murinos. En determinadas realizaciones, el paciente,
individuo o sujeto es humano.

Como se usan en el presente documento, el término "prevenir’ o "prevencién” significa que no se produzca el desarrollo
de un trastorno o enfermedad si no se ha producido ninguno, o que no se produzca el desarrollo de un trastorno o
enfermedad si ya se ha producido el desarrollo del trastorno o enfermedad. También se tiene en cuenta la capacidad
de prevenir algunos o todos los sintomas asociados al trastorno o la enfermedad.

Como se usan en el presente documento, la expresidén "composicién farmacéutica" o "composicién" se refiere a una
mezcla de al menos un compuesto Util dentro de la divulgaciéon con un portador farmacéuticamente aceptable. La
composicién farmacéutica facilita la administracién del compuesto a un paciente. En la técnica existen mdltiples
técnicas de administracién de un compuesto, incluyendo, pero sin limitacién, la administracién intravenosa, oral, en
aerosol, por inhalacién, rectal, vaginal, transdérmica, intranasal, bucal, sublingual, parenteral, intratecal, intragastrica,
oftalmica, pulmonar y tépica.

Como se usan en el presente documento, la expresiéon "farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material, tal
como un portador o diluyente, que no anula la actividad bioldgica o las propiedades del compuesto, y es relativamente
no téxico, es decir, el material puede administrarse a un individuo sin provocar efectos biol6gicos no deseables o
interactuar de manera perjudicial con cualquiera de los componentes de la composicidén en la que esta contenido.

Como se usan en el presente documento, la expresién "portador farmacéuticamente aceptable" designa un material,
composicién o portador farmacéuticamente aceptable, tal como una carga, un estabilizante, un agente dispersante,
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un agente de suspensién, un diluyente, un excipiente, un agente espesante, un disolvente o un material de
encapsulacién liquidos o sélidos, implicados en llevar o transportar un compuesto Util dentro de la divulgacién dentro
o hacia el paciente de manera que pueda realizar su funcién prevista. Normalmente, dichas construcciones son
llevadas o transportadas desde un érgano, o porcién del cuerpo, a otro 6rgano o porcién del cuerpo. Cada portador
debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los demas ingredientes de la formulacién, incluyendo el
compuesto Util dentro de la divulgacién, y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: azlcares, tales como la lactosa, glucosa y sacarosa;
almidones, tales como el almidéon de maiz y la fécula de patata; celulosa y sus derivados, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite
de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como
propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y
laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; agentes
tensioactivos; acido alginico; agua apirégena; solucidn salina isoténica; solucién de Ringer; alcohol etilico; soluciones
tampén de fosfato; y otras sustancias compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas. Como se
usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable” también incluye todos y cada uno de los
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, y agentes retardantes de la absorcién, y similares que son
compatibles con la actividad del compuesto Util dentro de la divulgacion, y son fisiolégicamente aceptables para el
paciente. También pueden incorporarse en las composiciones compuestos activos complementarios. El "portador
farmacéuticamente aceptable" puede incluir ademés una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto Gtil dentro
de la divulgacién. Se conocen en la técnica otros ingredientes adicionales que pueden incluirse en las composiciones
farmacéuticas utilizadas en la préactica de la divulgacién y se describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical
Sciences (Genaro, Ed., Mack Publishing Co., 1985, Easton, PA).

Como se usa en el presente documento, la expresién "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal del
compuesto administrado preparada a partir de &cidos y bases no tdxicos farmacéuticamente aceptables, incluyendo
acidos inorgénicos, bases inorgéanicas, acidos organicos, bases inorganicas, solvatados, hidratos y clatratos de los
mismos. Las sales de adicién de acidos farmacéuticamente aceptables adecuadas pueden prepararse a partir de un
acido inorganico o de un &cido organico. Los ejemplos de acidos inorganicos incluyen el sulfato, el sulfato de
hidrégeno, los &cidos clorhidrico, bromhidrico, hidriédico, nitrico, carbdnico, sulfurico y fosférico (incluyendo el fosfato
de hidrégeno y el fosfato de dihidrégeno). Los acidos organicos apropiados pueden seleccionarse de las clases de
acidos organicos alifaticos, cicloalifaticos, arométicos, aralifaticos, heterociclicos, carboxilicos y sulfénicos, ejemplos
de los cuales incluyen el acido férmico, acético, propiénico, succinico, glicélico, glucénico, lactico, malico, tartarico,
citrico, ascérbico, glucurénico, maleico, fumérico, pirlvico, aspértico, glutamico, benzoico, antranilico, 4-
hidroxibenzoico, fenilacético, mandélico, embdnico (pamoico), metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico,
pantoténico, trifluorometanosulfénico, 2-hidroxietanosulfénico, p-toluenosulfénico, sulfanilico,
ciclohexilaminosulfénico, estearico, alginico, B-hidroxibutirico, salicilico, galactarico y galacturénico. Las sales de
adicién de bases farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la divulgacién incluyen, por ejemplo, sales
metélicas que incluyen sales de metales alcalinos, de metales alcalinotérreos y de metales de transicién tales como,
por ejemplo, sales de calcio, magnesio, potasio, sodio y cinc. Las sales de adicién de bases farmacéuticamente
aceptables también incluyen sales organicas hechas de aminas basicas tales como, por ejemplo, N,N'-dibencileno-
diamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina. Todas estas
sales pueden prepararse a partir del compuesto correspondiente haciendo reaccionar, por ejemplo, el 4cido o la base
adecuados con el compuesto.

Como se usan en el presente documento, "polinucleétido” incluye ADNc, ARN, hibrido de ADN/ARN, ARN antisentido,
ribozima, ADN gendmico, formas sintéticas y polimeros mixtos, cadenas tanto sentido como antisentido, y pueden
estar modificados quimica o bioquimicamente para contener bases nucleotidicas no naturales o derivatizadas, de
sintesis o0 semisintéticas. Ademas, se contemplan las alteraciones de un gen de tipo silvestre o sintético, incluyendo,
pero sin limitacién, la supresién, insercién, sustitucién de uno o mas nucleétidos, o fusién con otras secuencias
polinucleotidicas.

Como se usan en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a un polimero compuesto por restos de
aminoécidos, variantes estructurales relacionadas de origen natural, y analogos sintéticos de los mismos de origen no
natural unidos mediante enlaces peptidicos. Los polipéptidos sintéticos pueden sintetizarse, por ejemplo, usando un
sintetizador automatizado de polipéptidos. Como se usan en el presente documento, el término "proteina" se refiere
normalmente a polipéptidos de gran tamafio. Como se usa en el presente documento, el término "péptido”
normalmente se refiere a polipéptidos cortos. En el presente documento se usa la notacién convencional para
representar secuencias polipeptidicas: el extremo izquierdo de una secuencia de polipéptidos es el extremo amino, y
el extremo derecho de una secuencia de polipéptidos es el extremo carboxilo.

Como se usan en el presente documento, los aminoacidos se representan con el nombre completo de los mismos,
por el codigo de tres letras correspondiente o por el cédigo de una letra correspondiente, como se indica a
continuacién: Acido aspértico (Asp/D); Acido glutamico (GIU/E); Lisina (Lys/K); Arginina (Arg/R); Histidina (His/H);
Tirosina (Tyr/Y); Cisteina (Cys/C); Asparagina (Asn/N); Glutamina (GIn/Q); Serina (Ser/S); Treonina (Thr/T); Glicina
(Gly/G); Alanina (Ala/A); Valina (Val/V); Leucina (Leu/L); Isoleucina (lle /1); Metionina (Met/M); Prolina (Pro/P),
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Fenilalanina (Phe/L); Triptéfano (Trp/W).

"Muestra" o "muestra biolégica", como se usa en el presente documento, significa un material bioldgico aislado de un
sujeto. La muestra biolégica puede contener cualquier material bioldgico adecuado para detectar un ARNm, polipéptido
u otro marcador de un proceso fisiolégico o patolégico en un sujeto, y puede comprender fluido, tejido, material celular
y/o no celular obtenido del individuo.

Por la expresién "se une especificamente”, como se usa en el presente documento con respecto a un anticuerpo, se
entiende un anticuerpo que reconoce un antigeno especifico, pero no reconoce ni se une sustancialmente a otras
moléculas de una muestra. Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de una especie
también puede unirse a ese antigeno de una o més especies. Pero, dicha reactividad entre especies no altera por si
misma la clasificacién de un anticuerpo como especifico. En otro ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente
a un antigeno también puede unirse a diferentes formas alélicas del antigeno. Sin embargo, dicha reactividad cruzada
no altera por si misma la clasificacién de un anticuerpo como especifico. En algunos casos, las expresiones "unién
especifica" o "que se une especificamente", pueden usarse en referencia a la interaccién de un anticuerpo, una
proteina o un péptido con una segunda especie quimica, para expresar que la interacciéon depende de la presencia de
una estructura particular (por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo) en la especie quimica; por ejemplo, un
anticuerpo reconoce y se une a una estructura proteinica especifica y no a las proteinas en general. Si un anticuerpo
es especifico para el epitopo "A", la presencia de una molécula que contenga el epitopo A (o A libre, sin marcar), en
una reaccién que contenga "A" marcado y el anticuerpo, reducira la cantidad de A marcado unido al anticuerpo.

Como se usan en el presente documento, "sustancialmente purificado”" se refiere a estar esencialmente exento de
otros componentes. Por ejemplo, un polipéptido sustancialmente purificado es un polipéptido que se ha separado de
otros componentes con los que normalmente estéd asociado en su estado natural.

Como se usan en el presente documento, el término "tratamiento” o "tratar" se define como la aplicacién o
administraciéon de un agente terapéutico, es decir, un compuesto Gtil dentro de la divulgacién (solo 0 en combinacién
con otro agente farmacéutico), a un paciente, o la aplicacién o administracién de un agente terapéutico a un tejido o
estirpe celular aislado de un paciente (por ejemplo, para diagnéstico o aplicaciones ex vivo), que tiene una enfermedad
o trastorno, un sintoma de una enfermedad o un trastorno o el potencial de desarrollar una enfermedad o un trastorno,
con el fin de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, recuperar, mejorar o afectar a la enfermedad o trastorno,
los sintomas de la enfermedad o trastorno o el potencial de desarrollar la enfermedad o trastorno. Dichos tratamientos
pueden adaptarse o modificarse especificamente, basdndose en los conocimientos obtenidos en el campo de la
farmacogendmica.

Como se usan en el presente documento, la expresion "de tipo silvestre" se refiere a un gen o producto génico aislado
de una fuente de origen natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa con mas frecuencia en una poblacién y,
por lo tanto, se designa arbitrariamente como la forma "normal" o "de tipo silvestre" del gen. Por el contrario, el término
"modificado”" o "mutante" se refiere a un gen o producto génico que muestra modificaciones en la secuencia y/o
propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) en comparacién con el gen o producto génico de tipo
silvestre. Los mutantes de origen natural pueden aislarse; estos se identifican por el hecho de que tienen
caracteristicas alteradas (incluidas secuencias de &cido nucleico alteradas) en comparacién con el gen o producto
genético de tipo silvestre.

Intervalos: a lo largo de la presente divulgacién, diversos aspectos de la divulgaciéon pueden presentarse en un formato
de intervalo. En consecuencia, debe considerarse que la descripcién de un intervalo ha divulgado especificamente
todos los posibles subintervalos, asi como valores numéricos individuales en ese intervalo. Por ejemplo, deberia
considerarse que la descripcién de un intervalo, tal como de 1 a 6, tiene subintervalos especificamente divulgados
talescomode1a3,de1ad4,de1ab de2a4 de2ab de 3ab, etc, asi como nimeros individuales dentro de ese
intervalo, por ejemplo, 1, 2, 2,7, 3,4, 5, 5,3 y 6. Esto es aplicable independientemente de la amplitud del intervalo.

Descripcién

La ENPP1 es la principal fuente de PPi extracelular del organismo. A pesar de las multiples etiologias genéticas y la
naturaleza multifactorial de la expresion, la progresion y la gravedad de la CAGI, los presentes resultados demuestran
que la alteraciéon del metabolismo purinérgico extracelular de NPP1 es responsable de la secuela patoldgica y la
mortalidad asociadas a la CAGI, y la terapia de reemplazo enzimatico con ENPP1 es un enfoque terapéutico
abordable. Esto se demostré usando el modelo en raton ENPP1-asj de CAGI con la "dieta de aceleracién”.

Las enfermedades de calcificacion tisular ectépica varian desde las enfermedades muy raras, tales como la CAGI, a
enfermedades casi ubicuas en la poblacién de edad avanzada, tales como el endurecimiento de las arterias y la
osteoartritis. La etiologia genética de la CAGI humana sugiere que las calcificaciones arteriales letales dan como
resultado una alteracién del metabolismo purinérgico extracelular, ya sea por mutaciones de pérdida de funcidén en
ENPP1 o por reducciones corriente arriba de los nucleétido trifosfatos metabolizados por ENPP1 en PPi extracelular.
Como se demuestra en el presente documento, la suplementaciéon subcutanea con ENPP1 no dirigido o ENPP1-Fc
no dirigido aumenta las concentraciones extracelulares de PPi lo suficiente como para eliminar la mortalidad, asi como
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las calcificaciones cardiacas y arteriales en modelos animales de CAGI. Estos resultados indican que el tratamiento
de reemplazo enzimatico no dirigido puede ser eficaz en la CAGI y otras enfermedades dando como resultado una
calcificacién vascular incontrolada.

Los presentes resultados son sorprendentes a la luz de estudios previos sobre el tratamiento de la hipofosfatasia
hereditaria (HPP), que reivindicaban la necesidad de un motivo dirigido al hueso para la eficacia. La HPP es una
enfermedad similar al raquitismo de mineralizacién 6sea reducida/ausente, y el tratamiento con TNAP recombinante
invocé la necesidad del direccionamiento 6sea para conseguir un efecto clinico (Millan, et al., 2008, J. Bone Mineral
Res. 23:777-787, Whyte, et al., 2012, New Engl. J. Med. 366:904-913). Los ensayos clinicos que intentaron tratar la
HPP con suero enriquecido con TNAP no dirigido fracasaron (Whyte, et al., 1982, J. Pedjatrics 101:379-386; Whyte,
et al, 1984, J. Pediatrics 105:926-933; Weninger, et al., 1989, Acta Paediatrica Scandinavica Supl. 360:154-160).
Ademas, la bibliografia en el momento de la invencién indicaba que la NPP1 no dirigida no mostraba eficacia con
ensayos de calcificacidn in vitro (documento WO 2012/125182 de Quinn, et al., tal como, pero sin limitacién, la Figura
23), lo que indica que el direccionamiento éseo era esencial para la actividad biolégica in vivo de un producto biolégico
que contiene NPP1. Sin embargo, en determinadas realizaciones, los presentes resultados indican que el
direccionamiento seo no es necesario para la eficacia terapéutica.

Las calcificaciones arteriales de la CAGI pueden ir acompafiadas de calcificaciones extravasculares en la piel y la
retina que tipifican una segunda enfermedad rara, el PXE. El PXE esta estrechamente relacionado con CAGI, pero da
como resultado una mineralizacion tisular ectépica de las fibras elésticas que afectan a la piel, los ojos y el sistema
cardiovascular. El PXE tiene un inicio mas tardio, una progresién més lenta y es relativamente mas frecuente que la
CAGil, con una incidencia de 1/25.000 a 1/75.000. Las manifestaciones clinicas comienzan en la piel con el desarrollo
de pequefias papulas amarillentas que confluyen en grandes placas de piel correosa seguidas de estrias angioides
en el ojo que provocan hemorragias, cicatrices, neovascularizacién, pérdida progresiva de la agudeza visual y ceguera.
El sistema cardiovascular también puede verse afectado por la mineralizacién progresiva de los vasos sanguineos
arteriales de tamafio medio, dando como resultado hipertensidn, claudicacién, hemorragias ocasionales de las arterias
intestinales y (raramente) infarto prematuro de miocardio. La base genética del PXE son las mutaciones de pérdida
de funcién en el gen abcc6, dando como resultado una funcién alterada de la proteina MRP8, que reduce las
concentraciones extracelulares de nucleotrifosfato (NTP) in vitro e in vivo. Esto reduce las concentraciones de sustrato
de ENPP1 y, por lo tanto, limita la produccién extracelular de PPi.

El modelo de ratdn NPP1-asj de CAGI posee tanto la etiologia genética como las caracteristicas patolégicas de la
CAGI humana, pero los ratones también desarrollan calcificaciones periarticulares no caracteristicas de la CAGI, pero
que recuerdan a enfermedades humanas de calcificacién periarticular desregulada tales como la osteoartritis y la
osificacidén del ligamento longitudinal posterior (OLLP). Los ratones que poseen una mutacién de sentido errbneo en
ENPP1 (V246D) se describieron inicialmente como ratones "asj" por "asociados a articulaciones rigidas" (del inglés
associated with stiffened joints), reflejando el desarrollo de calcificaciones periarticulares progresivas en las patas
delanteras de los ratones. Las mutaciones de ENPP1 en ratones se usan para modelar calcificaciones paraespinales
en ratones ttw/Atw para proporcionar una visién de la OLLP, pero la identificacién de mutaciones de ENPP1 en CAGI
condujo a reevaluar la presencia de calcificaciones vasculares en estos animales y Uitto y colaboradores observaron
que los ratones NPP1-asj, cuando se les aliment6 con una dieta especial alta en Ca*? y baja en Mg*?, recapitularon
muchas de las caracteristicas esenciales de la CAGI| humana. Los niveles de proteina ENPP1 se correlacionan
inversamente con la gravedad de la calcificacién del cartilago y la osteoartritis en seres humanos, y las variantes
genéticas de ENPP1 son responsables de una fraccién sustancial de la osteoartritis de la mano en poblaciones de
pacientes predispuestas a formas hereditarias de la enfermedad. En determinadas realizaciones, la terapia de
reemplazo enzimético de ENPP1 es una estrategia de tratamiento viable para las formas de osteoartritis resultado de
una deficiencia de ENPP1 y/o una reduccién de la concentracidn extracelular de PPi. Dichas afecciones incluyen, pero
sin limitacion, PXE, formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis anquilosante, endurecimiento de
las arterias que se produce con el envejecimiento y calcifilaxis resultado de la insuficiencia renal terminal.

Composiciones

En determinados aspectos de la divulgacién, las composiciones descritas en el presente documento comprenden al
menos un compuesto de férmula (1), o un solvato o sal (tal como una sal farmacéuticamente aceptable) del mismo:
PROTEINA-Z-DOMINIO-X-Y (1), en donde en (1)
la PROTEINA es al menos una seleccionada del grupo que consiste en NPP121 (SEQ ID NO: 15), NPP71 (SEQ
ID NO: 17), NPP71 que carece de GLK del extremo N de NPP1 (SEQ ID NO: 19) y NPP51 (SEQ ID NO: 24),
el DOMINIO es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dominio Fc de IgG humana (Fc), proteina
albimina sérica humana (ALB) y un fragmento de la misma;
Xy Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-20 aminoacidos; e,
Y esta ausente o es una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (DSS),(SEQ ID NO: 4), (ESS), (SEQ
ID NO: 5), (RQQ)n (SEQ ID NO: 8), (KR)» (SEQ ID NO: 7), Rm (SEQ ID NO: 8), DSSSEEKFLRRIGRFG (SEQ ID
NO: 9), EEEEEEEPRGDT (SEQ ID NO: 10), APWHLSSQYSRT (SEQ ID NO: 11), STLPIPHEFSRE (SEQ ID NO:
12), VTKHLNQISQSY (SEQ ID NO: 13) y Em (SEQ ID NO: 14) en donde m es un nimero entero que varia de 1 a
15, y en donde n es un namero entero que varia de 1 a 10.
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En determinados aspectos de la divulgacién, las composiciones descritas en el presente documento comprenden al
menos un compuesto de férmula (I1), o una sal farmacéutica del mismo:
PROTEINA-Z-DOMINIO-X-Y (II), en donde en (II)
la PROTEINA es al menos una seleccionada del grupo que consiste en NPP121 (SEQ ID NO: 15), NPP71 (SEQ
ID NO: 17), NPP71 que carece de GLK del extremo N de NPP1 (SEQ ID NO: 19) y NPP51 (SEQ ID NO: 24),
el DOMINIO es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dominio IgGFc humano (Fc), proteina
albimina sérica humana (ALB) y un fragmento de la misma;
Xy Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-20 aminoécidos; e, Y es una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (DSS)(SEQ ID NO: 4), (ESS), (SEQ ID NO: 5), (RQQ)n (SEQ
ID NO: 8), (KR)» (SEQ ID NO: 7), Rm (SEQ ID NO: 8), DSSSEEKFLRRIGRFG (SEQ ID NO: 9), EEEEEEEPRGDT
(SEQ ID NO: 10), APWHLSSQYSRT (SEQ ID NO: 11), STLPIPHEFSRE (SEQ ID NO: 12), VTKHLNQISQSY (SEQ
ID NO: 13) y Em (SEQ ID NO: 14), en donde m es un nUmero entero que varia de 1 a 15, y en donde n es un
ndmero entero que varia de 1a 10.

En determinados aspectos de la divulgacién, el DOMINIO comprende un dominio Fc de IgG humana o fragmento del
mismo. En otras realizaciones, el DOMINIO consiste esencialmente en un dominio Fc de IgG humana o fragmento del
mismo. En otros aspectos més de la divulgacién, el DOMINIO consiste en un dominio Fc de IgG humana o fragmento
del mismo.

En determinados aspectos de la divulgacién, el DOMINIO comprende una proteina albumina sérica humana o un
fragmento de la misma. En otros aspectos de la divulgacién, el DOMINIO consiste esencialmente en una proteina
albumina sérica humana o un fragmento de la misma. En otros aspectos mas de la divulgacién, el DOMINIO consiste
en una proteina albimina sérica humana o un fragmento de la misma.

En determinados aspectos de la divulgacién, Y es una secuencia dirigida al hueso con carga negativa. En
determinados aspectos de la divulgacién, Y esta ausente. En determinados aspectos de la divulgacién, Y esté ausente
y el compuesto de formula (1) o (Il) carece de una secuencia dirigida al hueso con carga negativa. En otros aspectos
mas de la divulgacion, un dominio de acido poliaspartico y las SEQ ID NO: 4-14 son ejemplos no limitantes de una
secuencia dirigida al hueso con carga negativa.

En determinados aspectos de la divulgacién, la PROTEINA tiene una mutacion en al menos una posicién seleccionada
del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289,
Ser 287, Ala 454, Gly 452, Gin 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342,
Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacién, la PROTEINA o mutante de
la misma esta truncada para eliminar el dominio nucleasa. Incluso en otras realizaciones, la PROTEINA o mutante de
la misma esta truncada para eliminar el dominio nucleasa de aproximadamente el resto 524 a aproximadamente el
resto 885 con respecto a la SEQ ID NO: 1, dejando Unicamente el dominio catalitico de aproximadamente el resto 186
a aproximadamente el resto 586 con respecto a la SEQ ID NO: 1, que sirve para conservar la actividad catalitica de la
proteina.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 15)-Z-(Fc
o fragmento del mismo), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos méas de la divulgacién, Z es LIN. En otros aspectos mas de la divulgacién, en (1) o (Il)
PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 16, o un mutante de la misma que comprende al menos una
mutacidén en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser
381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg
456, Asp 276, Tyr 434, GiIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 17)-Z-(Fc
o fragmento del mismo), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos méas de la divulgacién, Z es LIN. En otros aspectos mas de la divulgacién, en (1) o (Il)
PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 18, o un mutante de la misma que comprende al menos una
mutacidén en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser
381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg
456, Asp 276, Tyr 434, Gln 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 19)-Z-(Fc
o fragmento del mismo), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
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525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos méas de la divulgacién, Z es LIN. En otros aspectos mas de la divulgacién, en (1) o (Il)
PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 20, o un mutante de la misma que comprende al menos una
mutacidén en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser
381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg
456, Asp 276, Tyr 434, Gln 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 24)-Z-(Fc
o fragmento del mismo), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido.

En otros aspectos mas de la divulgacién, Z es LIN. En otros aspectos méas de la divulgacion, en (1) o (Il) PROTEINA-
Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 24)-Z-(SEQ ID NO: 26), o un mutante del mismo que comprende al menos una
mutacidén en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser
381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg
456, Asp 276, Tyr 434, Gln 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 15)-Z-(ALB
o fragmento de la misma), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos mas de la divulgacién, Z es uno seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
28-30. En otros aspectos més de la divulgacién, en (1) o (Il) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 21, o
un mutante de la misma que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que
consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala
454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y
Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 17)-Z-(ALB
o fragmento de la misma), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly

452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536,
con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de |a divulgacién, Z es un tripéptido. En otros aspectos més de la
divulgacién, Z es uno seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 28-30. En otros aspectos mas de la
divulgacion, en (1) o (I1) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 17)-Z-(SEQ ID NO: 27), o un mutante del
mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que consiste en Ser
532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GIn
519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, Gln 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto
ala SEQ ID NO: 1, en donde Z es uno seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 28-30.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 19)-Z-(ALB
o fragmento de la misma), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos mas de la divulgacién, Z es uno seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
28-30. En otros aspectos més de la divulgacién, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 22, o
un mutante de la misma que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que
consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala
454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y
Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacion, en (1) o (II) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende (SEQ ID NO: 24)-Z-(ALB
o fragmento de la misma), o un mutante del mismo que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién
seleccionada del grupo que consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly
531, Ser 289, Ser 287, Ala 454, Gly 452, GlIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser
525, Gly 342, Ser 343 y Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1. En otros aspectos de la divulgacion, Z es un
tripéptido. En otros aspectos mas de la divulgacién, Z es uno seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
28-30. En otros aspectos méas de la divulgacién, en (1) o (IT) PROTEINA-Z-DOMINIO comprende la SEQ ID NO: 25, o
un mutante de la misma que comprende al menos una mutacién en al menos una posicién seleccionada del grupo que

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 910T3

consiste en Ser 532, Tyr 529, Tyr 451, lle 450, Ser 381, Tyr 382, Ser 377, Phe 346, Gly 531, Ser 289, Ser 287, Ala
454, Gly 452, GIn 519, Glu 526, Lys 448, Glu 508, Arg 456, Asp 276, Tyr 434, GIn 519, Ser 525, Gly 342, Ser 343 y
Gly 536, con respecto a la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que
comprende 1-18 aminoé&cidos. En otros aspectos de la divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son
un polipéptido que comprende 1-16 aminoécidos. En otros aspectos mas de la divulgacién, X y Z estan
independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-14 aminoacidos. En otros aspectos mas de la
divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-12 aminoécidos. En
otros aspectos més de la divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende
1-10 aminoécidos. En otros aspectos mas de la divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un
polipéptido que comprende 1-8 aminoacidos. En otros aspectos mas de la divulgacién, X y Z estéan independientemente
ausentes o son un polipéptido que comprende 1-6 aminoéacidos. En otros aspectos mas de la divulgacion, X y Z estan
independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-5 aminoéacidos. En otros aspectos mas de la
divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-4 aminoacidos. En otros
aspectos mas de la divulgacién, X y Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido que comprende 1-3
aminoacidos. En otros aspectos mas de la divulgacién, Xy Z estan independientemente ausentes o son un polipéptido
que comprende 1-2 aminoacidos. En otros aspectos mas de la divulgacion, X y Z estan independientemente ausentes
0 son un Unico aminoacido.

En determinados aspectos de la divulgacién, m es 1. En otros aspectos de la divulgacién, m es 2. En otros aspectos
més de la divulgaciéon, m es 3. En otros aspectos mas de la divulgacién, m es 4. En otros aspectos méas de la
divulgaciéon, m es 5. En otros aspectos mas de la divulgacién, m es 6. En otros aspectos mas de la divulgacidén, m es
7. En otros aspectos mas de la divulgacién, m es 8. En otros aspectos més de la divulgacién, m es 9. En otros aspectos
mas de la divulgacién, m es 10. En otros aspectos mas de la divulgacién, m es 11. En otros aspectos més de la
divulgaciéon, m es 12. En otros aspectos més de la divulgacién, m es 13. En otros aspectos més de la divulgacién, m
es 14. En otros aspectos mas de la divulgacién, m es 15. En otros aspectos més de la divulgacién, cada aparicién de
m se selecciona independientemente del grupo que consiste en un nimero entero que varia de 1 a 15, de 2 a 15, de
3a15,ded4al15 de5a15 deba15 de7a15 de8a15 de9a15 de10a15 de11a15 de12a15 de 13a 15,
de14a15 de1al14,de2a14,de3a14,deda14, de5al14,deb6a14,de7a14,de8a14,de9a14,de10a
14, de11a14,de12a14,de13a14,de1a13,de2a13,de3a13,de4a13,de5a13,deb6a13 de7 a3, de
8a13,de9a13,de10a13,de11a13,de12a13,de1a12,de2a12,de3a12, ded4a12, de5a12 deba12,
de7a12,de8a12, de9a12,de10a12,de11a12,de1a11,de2a11,de3a11,ded4a11,deb5a11,deba
11,de7a11,de8a11,de9a11,de10a11,de1a10,de2a10,de3a10,ded4a10,de5a10,deb6a10,de7 a
10,de8a10,de9a10,de1a9 de2a9 de3a9 deda9 deb5a9 deb6a9 de7a9 de8a9 del1ald de22a
8, de3a8 ded4a8 de5a8 deb6a8 de7a8 dela77,de2a7,de3a7,deda7,deb5a7,deba’, de1ab, de
2a6,de3ab ded4ab deb5ab de1ab5 de2ab de3d3ab dedab del1ad de2a4 de3d3ad de1a3 de2a3
yde 1al2.

En determinados aspectos de la divulgacién, n es 1. En otros aspectos de la divulgacién, n es 2. En otros aspectos
méas de la divulgacién, n es 3. En otros aspectos mas de la divulgacion, n es 4. En otros aspectos més de la divulgacién,
n es 5. En otros aspectos méas de la divulgacién, n es 6. En otros aspectos mas de la divulgaciéon, n es 7. En otros
aspectos més de la divulgacion, n es 8. En otros aspectos més de la divulgacién, n es 9. En otros aspectos mas de la
divulgacién, n es 10. En otros aspectos més de la divulgacién, cada aparicién de n se selecciona independientemente
del grupo que consiste en un nimero entero que variade 1a10,de2a 10, de 3a 10, de 4a 10, de 5a 10, de 6 a 10,
de7a10,de8a10,de9a10,de1a9 de2a9 de3a9 deda de5a9 deb6a9 de7a9 de8a9 de1as,
de2a8 de3a8 ded4a8 de5a8 deb6al8 de7a8 del1a7,de2a7,de3a7,deda7,deSa7, deba7, de
ab,de2ab6 de3ab dedab deb5ab delab de2ab de3d3ab dedab del1ad de2a4,de3ad delas3,
de2a3yde1al2

En determinados aspectos de la divulgacién, la PROTEINA o mutante de la misma se modifica con un segmento de
la regién extracelular de NPP2 que contiene un sitio de escisién de furina, en comparacién con la SEQ ID NO: 1. En
otros aspectos de la divulgacién, la PROTEINA o mutante de la misma no se modifica con un segmento de la regién
extracelular de NPP2 que contiene un sitio de escisién de furina, en comparacién con la SEQ ID NO: 1.

En determinados aspectos de la divulgacién, la PROTEINA o mutante de la misma se modifica con un segmento de
la regidn extracelular de NPP2 que contiene un sitio de escision de peptidasa sefial, en comparacién con la SEQ ID
NO: 1. En otros aspectos de la divulgacién, la PROTEINA o mutante de la misma no se modifica con un segmento de
la regidn extracelular de NPP2 que contiene un sitio de escision de peptidasa sefial, en comparacién con la SEQ ID
NO: 1

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de formula (1) o (Il) es soluble. En otros aspectos de la
divulgacién, el compuesto de férmula (1) o (I1) es un polipéptido recombinante. En otros aspectos mas de la divulgacién,
el compuesto de férmula (1) o (ll) incluye un polipéptido NPP1 o un mutante del mismo que carece del dominio
transmembrana de NPP1. En otros aspectos mas de la divulgacion, el compuesto de formula (1) o (Il) incluye un
polipéptido NPP1 o un mutante del mismo, en donde el dominio transmembrana de NPP1 o mutante del mismo se ha
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eliminado (y/o truncado) y reemplazado con el dominio transmembrana de otro polipéptido, tal como, a modo de
ejemplo no limitante, NPP2.

En determinados aspectos de la divulgacidn, el compuesto de férmula (1) o (Il) comprende un polipéptido NPP1 o
mutante del mismo que comprende ademas méas de un dominio transmembrana.

En determinados aspectos de la divulgacion, NPP1 se fusiona por el extremo C con el dominio Fc de la
inmunoglobulina 1 humana (1gG1).

En determinados aspectos de la divulgaciéon, NPP1 se fusiona por el extremo C con albUmina sérica humana.

En determinados aspectos de la divulgacién, un fragmento y/o variante de NPP1 se fusiona con alblimina sérica
humana o variantes y/o fragmentos de la misma. La albumina sérica humana puede conjugarse con la proteina NPP1
mediante un enlazador quimico, incluyendo, pero sin limitacién, enlaces disulfuro de origen natural o manipulados, o
mediante fusion genética con NPP1, o un fragmento y/o variante del mismo.

En determinada realizacién, el compuesto de férmula (1) o (II) comprende un polipéptido NPP1 o mutante del mismo
que comprende dominios transmembrana de NPP1 y otro polipéptido, tal como, a modo de ejemplo no limitante, NPP2.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula () tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 21, 22 y 25.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula () tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 21, 22, 25y (SEQ ID NO: 17)-Z-(SEQ ID NO: 27).

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula () tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 16, 18, 20 y (SEQ ID NO: 24)-Z-(SEQ ID NO: 26).

En determinados aspectos de la divulgacion, los compuestos de la divulgaciéon tienen més de un dominio
transmembrana. En otros aspectos de la divulgacién, los compuestos de la divulgacién estan ademés pegilados. En
otros aspectos mas de la divulgacién, los compuestos de la divulgacion tienen mas de un dominio transmembrana y
estan ademas pegilados.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula (1) o (II) tiene un valor de kcat Superior o igual a
aproximadamente 3,4 (£0,4) s enzima', en donde el valor de k..t se determina midiendo la velocidad de hidrélisis de
ATP para el compuesto.

En determinados aspectos de la divulgacién, el compuesto el compuesto de férmula (I) o (II) tiene un valor de Ku
inferior a o igual a aproximadamente 2 uM, en donde el Ku se determina midiendo la velocidad de hidrélisis de ATP
para el compuesto.

En determinados aspectos de la divulgacion, el compuesto de férmula (1) o (Il) se formula como una formulacién liquida.

La divulgacioén proporciona ademés una forma de producto seco de una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad terapéutica de un compuesto de formula (1) o (ll), por lo que el producto seco es reconstituible a una
solucién del compuesto en forma liquida.

Métodos

La divulgacién proporciona métodos de tratamiento o prevencién de trastornos y enfermedades en un sujeto en el que
se es deseable un aumento de la actividad o el nivel del polipéptido NPP1, fragmento, derivado, mutante o fragmento
de mutante del mismo. En determinados aspectos de la divulgacién, se administra al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto descrito en el presente documento.

En el presente documento se divulga ademas un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o un
trastorno asociados a la calcificacién patolégica o la osificacién patoldgica en un sujeto que lo necesite, comprendiendo
el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de férmula (1) o (I1),
en donde la enfermedad comprende CAGI, CAll, OLLP, raquitismo hipofosfatémico, osteoartritis y calcificacién de las
placas ateroescleroéticas.

La divulgacién proporciona ademas un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o un trastorno
asociados a la calcificacion patoldgica o la osificacidn patolégica en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de férmula (1) o (I1), en
donde la enfermedad comprende PXE, formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis anquilosante,
endurecimiento de las arterias que se produce con el envejecimiento o calcifilaxis resultado de la insuficiencia renal
terminal.
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La divulgacién proporciona ademas un método de reduccidén o prevencién de calcificaciones cardiacas y/o arteriales
en un lactante aquejado de calcificacién arterial generalizada de la infancia (CAGI). En determinados aspectos de la
divulgacién, el método comprende administrar al lactante una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende (o que consiste en) un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) que comprende (o
esta fusionado con) un dominio Fc de 19G, en donde el compuesto carece de un dominio de acido poliaspartico, por
lo que la administracién del compuesto aumenta las concentraciones extracelulares de pirofosfato (PPi), reduciendo o
previniendo de este modo las calcificaciones cardiacas y/o arteriales en el lactante.

La divulgacién proporciona ademas un método de reduccidén o prevencién de calcificaciones cardiacas y/o arteriales
en un lactante aquejado de calcificacién arterial generalizada de la infancia (CAGI). En determinados aspectos de la
divulgacién, el método comprende administrar al lactante una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende (o consiste en) un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) que comprende (o esta
fusionado con) un dominio de albimina sérica humana o fragmento del mismo, en donde el compuesto carece de un
dominio de &cido poliaspartico, por lo que la administracion aumenta las concentraciones extracelulares de pirofosfato
(PPi), reduciendo o previniendo de este modo las calcificaciones cardiacas y/o arteriales en el lactante.

En determinados aspectos de la divulgacién, los trastornos y enfermedades comprenden al menos uno seleccionado
del grupo que consiste en CAGI, CAll, OLLP, raquitismo hipofosfatémico, osteoartritis, progeria y calcificacién de las
placas ateroescleréticas. En otros aspectos, los trastornos o enfermedades comprenden al menos uno seleccionado
del grupo que consiste en PXE, formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis, espondilitis anquilosante,
endurecimiento de las arterias que se produce con el envejecimiento, progeria y calcifilaxis resultado de la enfermedad
renal terminal.

En determinados aspectos de la divulgacion, el compuesto se administra de forma aguda o crénica al sujeto. En otros
aspectos de la divulgacion, el compuesto se administra por via local, regional o sistémicamente al sujeto. En otros
aspectos mas de la divulgacién, la administracién es subcutanea. En otros aspectos mas de la divulgacion, el sujeto
es un mamifero. En otros aspectos mas de la divulgacién, el mamifero es humano.

En determinados aspectos de la divulgacion, el compuesto de férmula (1) o (I1), fragmento o mutante del mismo tiene
una actividad hidrolitica Ap3A inferior en comparaciéon con el correspondiente polipéptido NPP1 de tipo silvestre o
fragmento del mismo. En otros aspectos de la divulgacién, el compuesto de férmula (1) o (1), fragmento o mutante del
mismo tiene sustancialmente la misma actividad hidrolitica de ATP que el correspondiente polipéptido NPP1 de tipo
silvestre o fragmento del mismo. En otros aspectos mas de la divulgacion, el compuesto de férmula (1) o (II), fragmento
o mutante del mismo tiene menor actividad hidrolitica Ap3A y sustancialmente la misma actividad hidrolitica de ATP
en comparacion con el correspondiente polipéptido NPP1 de tipo silvestre o fragmento del mismo.

En determinados aspectos de la divulgacién, el polipéptido NPP1 comprende un producto de escisién de un polipéptido
NPP1 precursor que comprende un dominio transmembrana de NPP2.

En determinados aspectos de la divulgacién, el dominio transmembrana de NPP2 comprende los restos 12-30 del N.°
de registro del NCBI NP_001124335 (SEQ ID NO: 2), que corresponde a IISFFTFAVGVNICFGFTA (SEQ ID NO: 23).

En determinados aspectos de la divulgacién, la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz comprende
aproximadamente 3-15 mg/kg C.D. del polipéptido NPP1-Fc.

En determinados aspectos de la divulgacién, la administracién da como resultado la reduccidén de las concentraciones
extracelulares de pirofosfato del lactante a un nivel que esta dentro del intervalo que se encuentra en un lactante no
aquejado de CAGI. En determinados aspectos de la divulgacién, el lactante presenta y/o es diagnosticado de "retraso
del crecimiento” antes de la administracién.

Un experto en la materia, basédndose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, entenderia que la
divulgacién es util en sujetos que, en su totalidad (por ejemplo, por via sistémica) o en parte (por ejemplo, por via local,
de tejido, de érgano), estan siendo tratados, o seran tratados, para calcificacién u osificacién patolégica. En
determinados aspectos de la divulgacién, la divulgacidn es util en el tratamiento o la prevencién de la calcificacién u
osificaciéon patolégica. El técnico experto apreciara, basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente
documento, que las enfermedades y trastornos tratables mediante las composiciones y métodos descritos en el
presente documento abarcan cualquier enfermedad o trastorno en el que una disminucién de la calcificacién o la
osificacién promueve un resultado terapéutico positivo.

Un experto en la materia apreciara, una vez disponga de la presente divulgacién, incluyendo los métodos detallados
en el presente documento, que la divulgacién no se limita al tratamiento de una enfermedad o trastorno una vez
establecido. En particular, no es necesario que los sintomas de la enfermedad o trastorno se hayan manifestado hasta
el punto de perjudicar al sujeto; de hecho, no es necesario detectar la enfermedad o trastorno en un sujeto antes de
administrarle el tratamiento. Es decir, no es necesario que se produzca una patologia significativa a partir de la
enfermedad o trastorno para que la presente divulgacion pueda proporcionar beneficios. Por lo tanto, la presente
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divulgacién, como se describe con mas detalle en el presente documento, incluye un método para prevenir
enfermedades y trastornos en un sujeto, en el que un compuesto de férmula (1) o (1), 0 un mutante del mismo, como
se analiza en otra parte del presente documento, puede administrarse a un sujeto antes del inicio de la enfermedad o
trastorno, evitando de este modo que se desarrolle la enfermedad o el trastorno.

Un experto en la materia, cuando disponga de la divulgacién del presente documento, apreciaria que la prevenciéon de
una enfermedad o trastorno en un sujeto abarca la administracién a un sujeto de un compuesto de férmula (1) o (I1), o
un mutante del mismo como medida preventiva contra una enfermedad o trastorno.

La divulgacién abarca la administraciéon de un compuesto de férmula (1) o (ll), o un mutante del mismo para poner en
practica los métodos de la divulgacion; el técnico experto apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el
presente documento, cémo formular y administrar el compuesto de férmula (1) o (ll), o0 un mutante del mismo a un
sujeto. Sin embargo, la presente divulgacién no se limita a ningin método particular de administracién o pauta de
tratamiento. Esto es especialmente cierto en los casos en que un experto en la materia podria apreciar, una vez
disponga de la divulgacion proporcionada en el presente documento, incluyendo la reduccién a la practica usando un
modelo de calcificacién u osificaciéon patolégica reconocido por la técnica, que los métodos de administracién de un
compuesto de la divulgacién pueden ser determinados por un experto en las técnicas farmacolégicas.

Composiciones y formulaciones farmacéuticas

En el presente documento se divulgan composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de férmula (1) o
(I1) dentro de los métodos que se describen en el presente documento.

Dicha composicién farmacéutica estd en una forma adecuada para su administracién a un sujeto, o la composicién
farmacéutica puede comprender ademés uno o més portadores farmacéuticamente aceptables, uno o mas principios
adicionales, o alguna combinacién de los mismos. Los diversos componentes de la composicién farmacéutica pueden
estar presentes en forma de una sal fisiolégicamente aceptable, tal como en combinacién con un catién o anién
fisiolégicamente aceptable, como es bien sabido en la técnica.

En un aspecto, las composiciones farmacéuticas Utiles para poner en practica el método de la divulgacién pueden
administrarse para suministrar una dosis de entre 1 ng/kg/dia y 100 mg/kg/dia. En otros aspectos, las composiciones
farmacéuticas Utiles para poner en préctica la divulgacién pueden administrarse para suministrar una dosis de entre 1
ng/kg/dia y 500 mg/kg/dia.

Las cantidades relativas del principio activo, el portador farmacéuticamente aceptable, y cualesquier ingredientes
adicionales en una composicién farmacéutica de la divulgacién variara, dependiendo de la identidad, el tamafio y el
estado del sujeto tratado y, ademas, dependiendo de la via por la que se ha de administrar la composicién. A modo
de ejemplo, la composicién puede comprender entre aproximadamente el 0,1 % y aproximadamente el 100 % (p/p) de
principio activo.

Las composiciones farmacéuticas que son Uutiles en los métodos de la divulgacién pueden desarrollarse
adecuadamente para la administracién inhalatoria, oral, rectal, vaginal, parenteral, topica, transdérmica, pulmonar,
intranasal, bucal, oftdlmica, intratecal, intravenosa u otra via de administracién. Otras formulaciones contempladas
incluyen nanoparticulas proyectadas, preparaciones liposémicas, eritrocitos resellados que contienen el principio
activo y formulaciones de base inmunitaria. La(s) via(s) de administracién es (son) muy obvia(s) para el experto en la
materia y depende(n) de diversos factores, incluido el tipo y la gravedad de la enfermedad que se esté tratando, del
tipo y de la edad del paciente veterinario 0 humano que se esté tratando, y de factores similares.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden prepararse
mediante cualquier método conocido o desarrollado en el futuro en la técnica de la farmacologia. En general, dichos
métodos preparatorios incluyen la etapa de asociar el principio activo con un transportador o con uno 0 mas principios
auxiliares, y después, si fuese necesario o si se desea, conformar el producto, o envasarlo, en una unidad mono o
multidosis deseada.

Como se usan en el presente documento, una "dosis unitaria" es una cantidad individual de la composicién
farmacéutica que comprende una cantidad predeterminada del principio activo. La cantidad del principio activo es
generalmente igual a la dosis del principio activo que se administraria a un sujeto o una fraccién conveniente de una
dosis de este tipo tal como, por ejemplo, la mitad o un tercio de una dosis de este tipo. La forma farmacéutica unitaria
puede ser para una dosis Unica diaria o una de las mlltiples dosis diarias (por ejemplo, aproximadamente de 1 a4 o
més veces al dia). Cuando se usan multiples dosis diarias, la forma farmacéutica unitaria puede ser la misma o
diferente para cada dosis.

Aunque las descripciones de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento se dirigen
principalmente a composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracién ética a seres humanos, el experto
entiende que dichas composiciones son generalmente adecuadas para la administracion a animales de todo tipo. La
modificacién de composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracién a seres humanos con el fin de hacer
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que las composiciones sean adecuadas para la administracion a diversos animales se entiene bien, y el farmacélogo
veterinario experto habitual puede disefiar y realizar dicha modificacién con una experimentacién meramente habitual,
en su caso. Los sujetos para los que se contempla la administracién de las composiciones farmacéuticas de la
divulgacidén incluyen, pero sin limitacién, seres humanos y otros primates, mamiferos incluyendo mamiferos
comercialmente relevantes tales como vacas, cerdos, caballos, ovejas, gatos y perros.

En determinados aspectos de la divulgacién, las composiciones se formulan usando uno o més excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables. En determinados aspectos de la divulgacién, las composiciones
farmacéuticas comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del agente activo y un portador farmacéuticamente
aceptable. Los portadores farmacéuticamente aceptables, que son Utiles, incluyen, pero sin limitaciéon, glicerol, agua,
solucién salina, etanol y otras soluciones salinas farmacéuticamente aceptables tales como fosfatos y sales de acidos
organicos. Se describen ejemplos de estos y otros portadores farmacéuticamente aceptables en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 1991, Mack Publication Co., Nueva Jersey.

El portador puede ser un disolvente o un medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites
vegetales. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en caso de dispersién y usando tensioactivos. La
prevencién de la accién de los microorganismos puede conseguirse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, 4cido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, se
usan en la composicion agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, cloruro de sodio, o polialcoholes tales como manitol
y sorbitol. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede facilitarse incluyendo en la composicién
un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las formulaciones pueden emplearse en mezclas con excipientes convencionales, es decir, sustancias portadoras
organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables aptas para la administracién oral, parenteral, nasal,
intravenosa, subcutanea, enteral, o cualquier otro modo de administracién adecuado, conocido en la técnica. Las
preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo,
lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir en los tampones
de presién osmética, sustancias colorantes, aromatizantes y/o saborizantes y similares. También pueden combinarse,
si se desea, con otros agentes activos, por ejemplo, otros agentes analgésicos.

Como se usan en el presente documento, "ingredientes adicionales" incluyen, pero sin limitacién, uno o mas de los
siguientes: excipientes; agentes tensioactivos; agentes dispersantes; diluyentes inertes; agentes granulantes y
disgregantes; agentes aglutinantes; agentes lubricantes; edulcorantes; aromatizantes; colorantes; conservantes;
composiciones fisioldgicamente degradables tales como gelatina; vehiculos y disolventes acuosos; vehiculos y
disolventes oleosos; agentes de suspension; agentes de dispersidn o humectantes; agentes emulsionantes,
emolientes; tampones; sales; agentes espesantes; cargas; agentes emulsionantes; antioxidantes; antibidticos;
agentes antifingicos; agentes estabilizantes; y materiales poliméricos o hidréfobos farmacéuticamente aceptables. Se
conocen en la técnica otros "ingredientes adicionales" que pueden incluirse en las composiciones farmacéuticas de la
divulgacién y se describen, por ejemplo, en Genaro, ed., 1985, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA.

La composicion de la divulgacion puede comprender un conservante de aproximadamente el 0,005 % al 2,0 % en
peso total de la composicién. El conservante se usa para evitar el deterioro en caso de exposicién a contaminantes
en el entorno. Los ejemplos de conservantes Utiles en conformidad con la divulgacién incluyen, pero no se limitan a,
los seleccionados del grupo que consiste en alcohol bencilico, acido sérbico, parabenos, imidurea y combinaciones
de los mismos. Un conservante particular es una combinacién de aproximadamente el 0,5 % al 2,0 % de alcohol
bencilico y del 0,05 % al 0,5 % de acido sérbico.

La composicién puede incluir un antioxidante y un agente quelante, que inhiben la degradacién del compuesto. Los
antioxidantes preferidos para algunos compuestos son BHT, BHA, alfa-tocoferol y &cido ascérbico en el intervalo
ilustrativo de aproximadamente el 0,01 % al 0,3 %, por ejemplo, el BHT en el intervalo del 0,03 % al 0,1 % en peso del
peso total de la composicion. El agente quelante puede estar presente en una cantidad que varia del 0,01 % al 0,5 %
en peso del peso total de la composicion. Los agentes quelantes ilustrativos incluyen sales de edetato (por ejemplo,
edetato disédico) y acido citrico en un intervalo de peso de aproximadamente el 0,01 % al 0,20 %, por ejemplo, en el
intervalo del 0,02 % al 0,10 % en peso del peso total de la composicién. El agente quelante es util para quelar iones
metalicos en la composicién, que pueden ser perjudiciales para la vida atil de la formulacién. Mientras que el BHT y el
edetato disddico son antioxidantes ilustrativos y agentes quelantes respectivamente para algunos compuestos, pueden
sustituirse por otros antioxidantes y agentes quelantes adecuados y equivalentes, como saben los expertos en la
materia.

Pueden prepararse suspensiones liquidas usando métodos convencionales para conseguir la suspension del principio
activo en un vehiculo acuoso u oleoso. Los vehiculos acuosos incluyen, por ejemplo, agua y solucién salina isoténica.
Los vehiculos oleosos incluyen, por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico, aceites vegetales
tales como aceite de cacahuete, oliva, sésamo o coco, aceites vegetales fraccionados y aceites minerales tales como
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la parafina liquida. Las suspensiones liquidas pueden incluir ademas uno o mas ingredientes adicionales, incluyendo,
pero sin limitacién, agentes de suspensién, agentes dispersantes o humectantes, agentes emulsionantes, emolientes,
conservantes, tampones, sales, aromatizantes, agentes colorantes y agentes edulcorantes. Las suspensiones oleosas
pueden contener ademas un agente espesante. Los agentes de suspensidén conocidos incluyen, pero sin limitacién,
jarabe de sorbitol, grasas comestibles hidrogenadas, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto, goma
arabiga y derivados de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, hidroxipropilmetilcelulosa,

metilcelulosa). Los agentes dispersantes o humectantes conocidos incluyen, pero sin limitacién, fosfatidos de origen
natural tales como la lecitina, productos de condensacién de un 6xido de alquileno con un acido graso, con un alcohol
alifdtico de cadena larga, con un éster parcial derivado de un &cido graso y un hexitol, o con un éster parcial derivado
de un acido graso y un anhidrido de hexitol (por ejemplo, estearato de polioxietileno, heptadecaetilenooxicetanol,
monooleato de sorbitol polioxietiienado y monooleato de sorbitano polioxietilenado, respectivamente). Los agentes
emulsionantes conocidos incluyen, pero sin limitacion, lecitina y goma arabiga. Los conservantes conocidos incluyen,
pero sin limitacion, metil, etil o n-propil-para-hidroxibenzoatos, écido ascérbico y acido sérbico. Los agentes
edulcorantes conocidos incluyen, por ejemplo, glicerol, propilenglicol, sorbitol, sacarosa y sacarina. Los agentes
espesantes conocidos para suspensiones oleosas incluyen, por ejemplo, cera de abejas, parafina dura y alcohol
cetilico.

Las soluciones liquidas del principio activo en disolventes acuosos u oleosos pueden prepararse sustancialmente del
mismo modo que las suspensiones liquidas, siendo la principal diferencia que el principio activo se disuelve, en lugar
de suspenderse en el disolvente. Como se usan en el presente documento, un liquido "oleoso" es aquel que
comprende una molécula liquida que contiene carbono y que presenta un caracter menos polar que el agua. Las
soluciones liquidas de la composicién farmacéutica de la divulgacion pueden comprender cada uno de los
componentes descritos con respecto a las suspensiones liquidas, quedando entendido que los agentes de suspensién
no necesariamente adyuvaran a la disolucién del principio activo en el disolvente. Los disolventes acuosos incluyen,
por ejemplo, agua y solucién salina isoténica. Los disolventes oleosos incluyen, por ejemplo, aceite de almendras,
ésteres oleosos, alcohol etilico, aceites vegetales tales como aceite de cacahuete, oliva, sésamo o coco, aceites
vegetales fraccionados y aceites minerales tales como la parafina liquida.

Las formulaciones en polvo y granulares de una preparacién farmacéutica de la divulgacidén pueden prepararse usando
métodos conocidos. Dichas formulaciones pueden administrarse directamente a un sujeto, utilizadas, por ejemplo,
para formar comprimidos, para rellenar capsulas, o para preparar una suspensién o solucién acuosa u oleosa mediante
la adicién de un vehiculo acuoso u oleoso a las mismas. Cada una de estas formulaciones puede comprender ademas
uno o mas agentes dispersantes o humectantes, un agente de suspensién y un conservante. También pueden incluirse
en estas formulaciones excipientes adicionales, tales como cargas y edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

Una composicién farmacéutica de la divulgacién también puede prepararse, envasarse o comercializarse en forma de
emulsién de aceite en agua o de agua en aceite. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal tal como el aceite de oliva
o el de cacahuete, un aceite mineral tal como parafina liquida, o una combinacién de los mismos. Dichas
composiciones pueden comprender ademés uno o més agentes emulsionantes tales como gomas de origen natural
tales como goma ardbiga o goma tragacanto, fosfatidos de origen natural tales como el fosfatido de soja o de lecitina,
ésteres o ésteres parciales derivados de combinaciones de &cidos grasos y anhidridos de hexitol tales como
monooleato de sorbitan, y productos de condensacién de tales ésteres parciales con éxido de etileno tales como
monooleato de polioxietilensorbitan. Estas emulsiones también pueden contener ingredientes adicionales, incluyendo,
por ejemplo, agentes edulcorantes o aromatizantes.

Se conocen en la técnica métodos para impregnar o recubrir un material con una composicién quimica, e incluyen,
pero sin limitacién, métodos de depdsito o unién de una composicidén quimica sobre una superficie, métodos de
incorporacién de una composicién quimica en la estructura de un material durante la sintesis del material (es decir, tal
como con un material fisioldgicamente degradable), y métodos de absorcién de una solucién o suspensién acuosa u
oleosa en un material absorbente, con o sin secado posterior.

Administracion/dosificacion

El régimen de administracién puede afectar a lo que constituye una cantidad eficaz. Por ejemplo, varias dosis divididas,
asi como las dosis escalonadas, pueden administrarse diaria o secuencialmente, o la dosis puede infundirse
continuamente, o puede ser una inyeccién en embolada. Ademas, las dosis de las formulaciones terapéuticas pueden
aumentarse o disminuirse proporcionalmente segln lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica o profilactica.

La administracién de las composiciones de la presente divulgacién a un paciente, tal como un mamifero, tal como un
ser humano, puede realizarse usando procedimientos conocidos, a dosis y durante periodos de tiempo eficaces para
tratar una enfermedad o trastorno en el paciente. Una cantidad eficaz del compuesto terapéutico, necesaria para lograr
un efecto terapéutico, puede variar de acuerdo con factores tales como la actividad del compuesto particular empleado;
el tiempo de administracion; la velocidad de excreciéon del compuesto; la duracién del tratamiento; otros farmacos,
compuestos o materiales utilizados junto con el compuesto; el estado de la enfermedad o trastorno, la edad, el género,
el peso, la afeccién, la salud general e historial médicos anterior del paciente que se esta tratando, y factores similares
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bien conocidos en el campo de la medicina. Las pautas posoldgicas pueden ajustarse para proporcionar una respuesta
terapéutica 6ptima. Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis divididas al dia o la dosis puede reducirse
proporcionalmente en funcién de las exigencias de la situacién terapéutica. Un ejemplo no limitante de un intervalo de
dosis eficaz para un compuesto terapéutico de la divulgacién es de aproximadamente 0,01 y 50 mg/kg de peso
corporal/por dia. Un experto habitual en la materia seria capaz de estudiar los factores pertinentes y determinar la
cantidad eficaz del compuesto terapéutico sin experimentaciéon excesiva.

El compuesto puede administrarse a un animal con tanta frecuencia como varias veces al dia, o puede administrarse
con menos frecuencia, tal como una vez al dia, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, 0
incluso con menos frecuencia, tal como una vez cada varios meses o incluso una vez al afio 0 menos. Se entiende
que la cantidad de compuesto dosificado al dia puede administrarse, en ejemplos no limitantes, cada dia, en dias
alternos, cada 2 dias, cada 3 dias, cada 4 dias o cada 5 dias. Por ejemplo, con la administracién en dias alternos, se
puede iniciar una dosis de 5 mg al dia el lunes con una primera dosis posterior de 5 mg al dia administrada el miércoles,
una segunda dosis posterior de 5 mg al dia se puede administrar el viernes, etc. La frecuencia de la dosis es muy
obvia para el experto en la materia y depende de diversos factores, tales como, pero sin limitacién, el tipo y la gravedad
de la enfermedad que se esta tratando, y el tipo y la edad del animal.

Los niveles de dosificacién reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacién pueden variarse para obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicién y modo de administracién particular, sin ser téxicos para el
paciente.

Un médico, por ejemplo, médico o veterinario, que sea un experto habitual en la materia puede determinar facilmente
y prescribir la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria
comenzar las dosis de los compuestos de la divulgacién empleados en la composicién farmacéutica a niveles inferiores
a los requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el
efecto deseado.

En aspectos particulares de la divulgacion, es especialmente ventajoso formular el compuesto en una forma
farmacéutica unitaria para facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacion. Como se usa en el presente
documento, la forma farmacéutica se refiere a unidades fisicamente individuales adecuadas como dosis unitarias para
los pacientes que se trata; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto terapéutico calculada
para producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéutico necesario. Las formas farmacéuticas
unitarias de la divulgacién vienen dictaminadas por, y dependen directamente de, (a) las caracteristicas Unicas del
compuesto terapéutico y del efecto terapéutico o profilactico particular que se vaya a lograr y (b) las limitaciones
intrinsecas en la técnica de formar compuestos/formular dicho compuesto terapéutico para el tratamiento de una
enfermedad o un trastorno en un paciente.

En determinados aspectos de la divulgacién, las composiciones de la divulgacién deben administrarse al paciente en
dosis que varian de una a cinco veces por dia 0 mas. En otros aspectos de la divulgacién, las composiciones de la
divulgacidén han de administrarse al paciente en intervalos de dosis que incluyen, pero sin limitacién, una vez al dia,
cada dos dias, cada tres dias a una vez a la semana, y una vez cada dos semanas. Resulta evidente para un experto
en la materia que la frecuencia de administracién de las diversas composiciones de combinacién de la divulgacién
varia de un individuo a otro dependiendo de muchos factores, entre los que se incluyen, pero sin limitacién, edad,
enfermedad o trastorno que se trata, género, salud general y otros factores. Por lo tanto, la divulgacién no debe
interpretarse como limitada a ningun régimen de dosificacién particular y la dosificacién exacta y la composicién que
se administrara a cualquier paciente, las determinara el médico tratante teniendo en cuenta los restantes factores
sobre el paciente.

Para su administracién, los compuestos de la divulgacién pueden estar en el intervalo de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 7.500 mg, de aproximadamente 20 ug a aproximadamente 7.000 mg, de aproximadamente 40 ug
a aproximadamente 6.500 mg, de aproximadamente 80 ug a aproximadamente 6.000 mg, de aproximadamente
100 pg a aproximadamente 5500 mg, de aproximadamente 200ug a aproximadamente 5.000 mg, de
aproximadamente 400 pg a aproximadamente 4.000 mg, de aproximadamente 800 pg a aproximadamente 3.000 mg,
de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 2.500 mg, de aproximadamente 2 mg a aproximadamente 2.000 mg,
de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 1.000 mg, de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 750 mg,
de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 600 mg, de aproximadamente 30 mg a aproximadamente 500 mg,
de aproximadamente 40 mg a aproximadamente 400 mg, de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 300 mg,
de aproximadamente 60 mg a aproximadamente 250 mg, de aproximadamente 70 mg a aproximadamente 200 mg,
de aproximadamente 80 mg a aproximadamente 150 mg, y todos y cada uno de los incrementos totales o parciales
entre ellos.

En algunos aspectos de la divulgacidn, la dosis de un compuesto de la divulgacién es de aproximadamente 0,5 ugy
aproximadamente 5.000 mg. En algunos aspectos de la divulgacién, una dosis de un compuesto de la divulgacién
utilizada en las composiciones descritas en el presente documento es menor de aproximadamente 5.000 mg, o menor
de aproximadamente 4.000 mg, o menor de aproximadamente 3.000 mg, o menor de aproximadamente 2.000 mg, o
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menor de aproximadamente 1.000 mg, o0 menor de aproximadamente 800 mg, o menor de aproximadamente 600 mg,
o0 menor de aproximadamente 500 mg, o menor de aproximadamente 200 mg, o0 menor de aproximadamente 50 mg.
De modo similar, en algunos aspectos de la divulgacion, una dosis de un segundo compuesto como se describe en el
presente documento es menor de aproximadamente 1.000 mg, o menor de aproximadamente 800 mg, o menor de
aproximadamente 600 mg, o menor de aproximadamente 500 mg, 0 menor de aproximadamente 400 mg, o menor de
aproximadamente 300 mg, o menor de aproximadamente 200 mg, o menor de aproximadamente 100 mg, o menor de
aproximadamente 50 mg, o menor de aproximadamente 40 mg, o menor de aproximadamente 30 mg, 0 menor de
aproximadamente 25 mg, o menor de aproximadamente 20 mg, o menor de aproximadamente 15 mg, o menor de
aproximadamente 10 mg, o menor de aproximadamente 5 mg, o menor de aproximadamente 2 mg, o menor de
aproximadamente 1 mg, o menor de aproximadamente 0,5 mg, y todos y cada uno de sus incrementos totales o
parciales.

En determinados aspectos de la divulgacién, la presente divulgacion se refiere a una composiciéon farmacéutica
envasada que comprende un recipiente que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
divulgacién, solo 0 en combinacién con un segundo agente farmacéutico; e instrucciones para usar el compuesto para
tratar, prevenir o reducir uno o mas sintomas de una enfermedad o trastorno en un paciente.

El término "recipiente" incluye cualquier receptaculo para contener la composicién farmacéutica. Por ejemplo, En
determinados aspectos de la divulgacidn, el recipiente es el envase que contiene la composicion farmacéutica. En
otros aspectos de la divulgacion, el recipiente no es el envase que contiene la composicién farmacéutica, es decir, el
recipiente es un receptéculo, tal como una caja o vial que contiene la composicién farmacéutica envasada o la
composicién farmacéutica no envasada y las instrucciones para el uso de la composicién farmacéutica. Por otra parte,
las técnicas de envasado son bien conocidas en la técnica. Debe entenderse que las instrucciones de uso de la
composicién farmacéutica pueden estar contenidas en el envase que contiene la composicion farmacéutica y, como
tales, dichas instrucciones forman una relacién funcional aumentada con el producto envasado. Sin embargo, debe
entenderse que las instrucciones pueden contener informacién relacionada con la capacidad del compuesto para
realizar su funcién prevista, por ejemplo, tratar, prevenir o reducir una enfermedad o trastorno en un paciente.

Vias de administracion

Las vias de administraciéon de cualquiera de las composiciones de la divulgacién incluyen la administracién por
inhalacién, oral, nasal, rectal, parenteral, sublingual, transdérmica, transmucosa (por ejemplo, sublingual, lingual,
(trans)bucal, (trans)uretral, vaginal (por ejemplo, por via trans y perivaginal), (intra)nasal y (trans)rectal), intravesical,
intrapulmonar, intraduodenal, intragéastrica, intratecal, subcutédnea, intramuscular, intradérmica, intraarterial,
intravenosa, intrabronquial, inhalacién y tépica.

Las composiciones y formas farmacéuticas adecuadas incluyen, por ejemplo, comprimidos, capsulas, comprimidos
oblongos, pildoras, cépsulas de gel, trociscos, dispersiones, suspensiones, soluciones, jarabes, granulos, perlas,
parches transdérmicos, geles, polvos, microgranulos, magmas, pastillas para chupar, cremas, pastas, apoésitos,
lociones, discos, supositorios, aerosoles liquidos para la administracién nasal u oral, polvo seco o formulaciones
aerosolizadas para inhalacién, composiciones y formulaciones para la administracién intravesical y similares. Debe
entenderse que las formulaciones y composiciones que serian Utiles en la presente divulgacién no se limitan a las
formulaciones y composiciones particulares que se describen en el presente documento.

Administracion oral

Para la aplicacién oral, son particularmente adecuados los comprimidos, grageas, liquidos, gotas, supositorios o
capsulas, comprimidos oblongos y capsulas de gelatina. Otras formulaciones adecuadas para la administracién oral
incluyen, pero sin limitacién, una formulacidén en polvo o granular, una suspensién acuosa u oleaginosa, una solucién
acuosa u oleaginosa, una pasta, un gel, pasta de dientes, un colutorio, un recubrimiento, un enjuague bucal o una
emulsién. Las composiciones destinadas a su uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido
en la técnica y dichas composiciones pueden contener uno 0 mas agentes seleccionados del grupo que consiste en
excipientes farmacéuticos no téxicos inertes adecuados para la fabricacién de comprimidos. Dichos excipientes
incluyen, por ejemplo, un diluyente inerte tal como lactosa; agentes granulantes y disgregantes tales como almidén de
maiz; aglutinantes tales como almidén; y agentes lubricantes tales como estearato de magnesio.

Los comprimidos pueden no estar recubiertos o pueden recubrirse usando métodos conocidos para conseguir una
disgregacidn retardada en el tracto gastrointestinal de un sujeto, proporcionando de este modo una liberacién y
absorcidn sostenidas del principio activo. A modo de ejemplo, puede usarse un material tal como monoestearato de
glicerilo o el diestearato de glicerilo para recubrir comprimidos. Ademas, a modo de ejemplo, los comprimidos pueden
recubrirse usando los métodos descritos en las Patentes de los EE.UU. N.° 4.256.108; 4.160.452; y 4.265.874 para
formar comprimidos de liberacién osmética controlada. Los comprimidos pueden contener ademas un edulcorante, un
agente aromatizante, un agente colorante, un conservante o alguna combinacién de éstos, con el fin de proporcionar
una preparacién farmacéuticamente elegante y palatable.

Las cépsulas duras que contienen el principio activo pueden fabricarse usando una composicién fisiolégicamente
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degradable, tal como gelatina. Dichas capsulas duras incluyen el principio activo y, ademas, pueden incluir
ingredientes adicionales, incluyendo, por ejemplo, un diluyente sélido inerte tal como carbonato de calcio, fosfato de
calcio o caolin.

Las capsulas de gelatina blanda que contienen el principio activo pueden fabricarse usando una composicién
fisiolégicamente degradable, tal como gelatina. Dichas capsulas blandas contienen el principio activo, que puede
mezclarse con agua o con un medio oleoso tales como el aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Para la administracién oral, los compuestos de la divulgaciéon pueden presentarse en forma de comprimidos o capsulas
preparados por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes; cargas; lubricantes; disgregantes; o agentes humectantes. Si se desea, los comprimidos pueden
recubrirse usando métodos y materiales de recubrimiento adecuados tales como los sistemas de recubrimiento
pelicular OPADRY ™ disponibles en Colorcon, West Point, Pa. (por ejemplo, OPADRY™ Tipo OY Type, Tipo OYC,
Tipo OY-P orgénico entérico, Tipo OY-A acuoso entérico, Tipo OY-PM y OPADRY ™ Blanco, 32K18400).

La preparacién liquida para la administracién oral puede presentarse en forma de soluciones, jarabes o suspensiones.
Las preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables
tales como agentes de suspensidn (por ejemplo, jarabe de sorbitol, metilcelulosa o grasas comestibles hidrogenadas);
agente emulsionante (por ejemplo, lecitina o acacia); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres
oleosos o alcohol etilico); y conservantes (por ejemplo, parahidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico).
Pueden prepararse formulaciones liquidas de una composiciéon farmacéutica de la divulgacion que sean adecuadas
para la administracién oral, envasarse y comercializarse en forma liquida o en forma de producto seco destinado a ser
reconstituido con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso.

Un comprimido que contenga el principio activo puede fabricarse, por ejemplo, comprimiendo o moldeando el principio
activo, opcionalmente con uno o mas ingredientes adicionales. Los comprimidos pueden prepararse mediante
compresion, en un dispositivo adecuado, del principio activo en forma fluida, tal como polvo o preparacién granular,
mezclado opcionalmente con uno 0 mas de un aglutinante, un lubricante, un excipiente, un agente tensioactivo y un
agente dispersante.

Los comprimidos moldeados pueden fabricarse moldeando, en un dispositivo adecuado, una mezcla del principio
activo, un portador farmacéuticamente aceptable, y al menos suficiente liquido para humedecer la mezcla. Los
excipientes farmacéuticamente aceptables utilizados en la fabricacién de comprimidos incluyen, pero sin limitacién,
diluyentes inertes, agentes granulantes y disgregantes, agentes aglutinantes y agentes lubricantes. Los agentes
dispersantes conocidos incluyen, pero sin limitacién, fécula de patata y almidén glicolato de sodio. Los agentes
tensioactivos conocidos incluyen, pero sin limitacién, laurilsulfato de sodio. Los diluyentes conocidos incluyen, pero
sin limitacién, carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, celulosa microcristalina, fosfato de calcio,
hidrogenofosfato de calcio y fosfato de sodio. Los agentes granulantes y disgregantes conocidos incluyen, pero sin
limitacién, almidén de maiz y &cido alginico. Los aglutinantes conocidos incluyen, pero sin limitacién, gelatina, goma
arabiga, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona e hidroxipropilmetilcelulosa. Los agentes lubricantes
conocidos incluyen, pero sin limitacién, estearato de magnesio, acido estearico, silice y talco.

Las técnicas de granulacidén son bien conocidas en la técnica farmacéutica para modificar los polvos de partida u otros
materiales particulados de un principio activo. Normalmente, los polvos se mezclan con un material aglutinante para
formar aglomerados o granulos permanentes mas grandes que fluyen libremente, lo que se conoce como
"granulacién". Por ejemplo, los procesos de granulacién "en himedo" que usan disolventes se caracterizan
generalmente porque los polvos se combinan con un material aglutinante y se humedecen con agua o un disolvente
organico en condiciones que dan como resultado la formaciéon de una masa granulada himeda de la que después
debe evaporarse el disolvente.

La granulacién por fusién consiste generalmente en usar materiales sélidos o semisélidos a temperatura ambiente (es
decir, que tienen un intervalo de puntos de reblandecimiento o fusidn relativamente bajo) para favorecer la granulacién
de materiales en polvo o de otro tipo, esencialmente en ausencia de agua afiadida u otros disolventes liquidos. Los
sélidos de baja fusion, cuando se calientan a una temperatura en el intervalo del punto de fusién, se licuan para actuar
como aglutinante o medio de granulacién. El sélido licuado se extiende sobre la superficie de los materiales en polvo
con los que se pone en contacto y, al enfriarse, forma una masa granulada sélida en la que los materiales iniciales se
unen entre si. La granulaciéon en estado fundido resultante se puede transferir a una prensa de comprimidos o se
puede encapsular para preparar la forma farmacéutica oral. La granulacién en estado fundido mejora la velocidad de
disolucién y la biodisponibilidad de un principio activo (es decir, farmaco) formando una dispersién sélida o solucién
sélida.

La Patente de los EE.UU. N.° 5.169.645 divulga granulos que contienen cera directamente comprimibles que tienen
propiedades de flujo mejoradas. Los granulos se obtienen cuando las ceras se mezclan en la masa fundida con
determinados aditivos que mejoran la fluidez, seguido de enfriamiento y granulacién de la mezcla. En determinados
aspectos de la divulgacién, solo la propia cera se funde en la combinacién fundida de la(s) cera(s) y aditivos(s) y, en
otros casos, tanto la(s) cera(s) como el aditivo(s) se fundiran.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 910T3

La presente divulgacién también incluye un comprimido multicapa que incluye una capa que proporciona la liberacién
retardada de uno o mas compuestos Utiles dentro de los métodos de la divulgacién, y otra capa que proporciona la
liberacién inmediata de uno o més compuestos Utiles dentro de los métodos de la divulgacién. Usando una mezcla de
cera/polimero sensible al pH, puede obtenerse una composiciéon insoluble géastrica en la que queda atrapado el
principio activo, garantizando su liberacién retrasada.

Administracién parenteral

Como se usan en el presente documento, la "administracién parenteral' de una composicién farmacéutica incluye
cualquier via de administracion caracterizada por la alteracién fisica de un tejido de un sujeto y la administracién de la
composicién farmacéutica a través dicha alteracidn en el tejido.

La administracién parenteral incluye, por tanto, pero sin limitacién, la administraciéon de una composicién farmacéutica
mediante inyeccién de la composiciéon, mediante la aplicaciéon de la composicién a través de una incisién quirdrgica,
mediante la aplicacién de la composicién a través de una herida no quirargica penetrante en el tejido, y similares. En
particular, se contempla que la administracion parenteral incluya, pero sin limitacion, técnicas de inyeccién subcuténea,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intraesternal y de infusién renal dialitica.

Las formulaciones de una composiciéon farmacéutica adecuada para la administraciéon parenteral comprenden el
principio activo combinado con un portador farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o solucién salina
isoténica estéril. Dichas formulaciones pueden prepararse, envasarse o comercializarse en una forma adecuada para
la administracién en embolada o para la administracién continua. Las formulaciones inyectables pueden prepararse,
envasarse o comercializarse en forma farmacéutica unitaria, tal como en ampollas o en envases multidosis que
contienen un conservante. Las formulaciones para administracién parenteral incluyen, pero sin limitacién,
suspensiones, soluciones, emulsiones en vehiculos oleaginosos 0 acuosos, pastas y formulaciones implantables de
liberacion sostenida o biodegradables. Dichas formulaciones pueden incluir ademas uno o mas ingredientes
adicionales, incluyendo, pero sin limitacién, agentes de suspension, estabilizacién o dispersién. En una realizacién de
una formulacién para la administraciéon parenteral, el principio activo se proporciona en forma seca (es decir, polvo o
granulado) para su reconstitucion con un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril apirégena) antes de la
administracién parenteral de la composicidn reconstituida.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse, envasarse o comercializarse en forma de suspensién o solucién
acuosa u oleosa inyectable estéril. Esta suspension o solucién puede formularse de acuerdo con la técnica conocida,
y puede comprender, ademas del principio activo, ingredientes adicionales tales como los agentes dispersantes,
agentes humectantes o agentes de suspension descritos en el presente documento. Dichas formulaciones inyectables
estériles pueden prepararse usando un diluyente o disolvente no téxico y aceptable por via parenteral, tal como agua
o 1,3-butanodiol, por ejemplo. Otros diluyentes y disolventes aceptables incluyen, pero sin limitacién, solucién de
Ringer, solucién isoténica de cloruro de sodio y aceites no volatiles tales como mono o diglicéridos de sintesis. Otras
formulaciones que pueden administrarse por via parenteral y que son Utiles incluyen aquellas que comprenden el
principio activo en forma microcristalina, en una preparacién liposémica, o como componente de un sistema polimérico
biodegradable. Las composiciones para liberacién sostenida o implantacién pueden comprender materiales
poliméricos o hidréfobos farmacéuticamente aceptables tales como una emulsién, una resina de intercambio i6nico,
un polimero poco soluble o una sal poco soluble.

Formas de administracion adicionales

Las formas farmacéuticas adicionales de la presente divulgacién incluyen formas farmacéuticas como las descritas en
las patentes de los EE.UU. N.°6.340.475, 6.488.962, 6.451.808, 5.972.389, 5.582.837 y 5.007.790. Las formas
farmacéuticas adicionales de la presente divulgacién también incluyen formas farmacéuticas como las descritas en las
solicitudes de patente de los EE.UU. N.° 20030147952, 20030104062, 20030104053, 20030044466, 20030039688 y
20020051820. Las formas farmacéuticas adicionales de la presente divulgacién también incluyen formas
farmacéuticas como las descritas en las solicitudes PCT N.° WO 03/35041, WO 03/35040, WO 03/35029, WO
03/35177, WO 03/35039, WO 02/96404, WO 02/32416, WO 01/97783, WO 01/56544, WO 01/32217, WO 98/55107,
WO 98/11879, WO 97/47285, WO 93/18755 y WO 90/11757.

Formulaciones de liberacién controlada y sistemas de suministro de farmacos

Las formulaciones de liberacién controlada o sostenida de una composicién farmacéutica de la divulgacién pueden
fabricarse usando tecnologia convencional. En algunos casos, las formas farmacéuticas que han de usarse pueden
proporcionarse como de liberacién lenta o controlada de uno o mas principios activos de las mismas usando, por
ejemplo, hidropropilmetilcelulosa, otras matrices poliméricas, geles, membranas permeables, sistemas osmdticos,
recubrimientos multicapa, microparticulas, liposomas, o microesferas o una combinacién de los mismos para
proporcionar el perfil de liberacién deseado en proporciones variables. Pueden seleccionarse facilmente formulaciones
adecuadas de liberacién controlada conocidas por los expertos habituales en la materia, incluyendo las descritas en
el presente documento, para su uso con las composiciones farmacéuticas de la divulgacién. Por lo tanto, las formas
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farmacéuticas unitarias adecuadas para la administracién oral, tales como comprimidos, capsulas, capsulas de gel y
comprimidos oblongos, que estan adaptados para la liberacién controlada se incluyen en la presente divulgacion.

La mayoria de los productos de liberacién controlada tienen el objetivo comin de mejorar la terapia farmacolégica con
respecto a la que se consigue con sus equivalentes no controlados. Idealmente, el uso de una preparacién de
liberacion controlada disefiada de manera 6ptima en el tratamiento médico se caracteriza porque se va a emplear un
minimo de sustancia farmacolégica para curar o controlar la afeccién en una minima cantidad de tiempo. Las ventajas
de las férmulas de liberacién controlada incluyen la prolongaciéon de la actividad del farmaco, la reduccién de la
frecuencia de las dosis y mayor cumplimiento por parte del paciente. Ademas, las formulaciones de liberacién
controlada pueden usarse para influir en el tiempo de inicio de la accién u otras caracteristicas, tales como el nivel
sanguineo del farmaco y, por lo tanto, pueden afectar a la apariciéon de efectos secundarios.

La mayoria de las formulaciones de liberacién controlada se disefian para liberar inicialmente una cantidad de farmaco
que produzca inmediatamente el efecto terapéutico deseado, y que liberen gradual y continuamente otras cantidades
de farmaco para mantener este nivel de efecto terapéutico durante un periodo de tiempo prolongado. Con el fin de
mantener este nivel constante del farmaco en el cuerpo, el farmaco debe liberarse desde la forma de dosificacién con
una velocidad que remplace la cantidad de farmaco que se metabolice y excrete del cuerpo.

La liberaciéon controlada de un principio activo puede estimularse mediante distintos inductores, por ejemplo, pH,
temperatura, enzimas, agua u otras condiciones o compuestos fisiol6gicos. La expresion "componente de liberacion
controlada" en el contexto de la presente divulgacién se define en el presente documento como un compuesto o
compuestos, incluyendo, pero sin limitacién, polimeros, matrices poliméricas, geles, membranas permeables,
liposomas o microesferas o una combinacién de los mismos que facilitan la liberacién controlada del principio activo.

En determinados aspectos de la divulgacién, las formulaciones de la presente divulgaciéon pueden ser, pero sin
limitacién, formulaciones de corta duracidn, de liberacién rapida, asi como controladas, por ejemplo, de liberacién
sostenida, de liberacién retardada y de liberacién pulsatil.

La expresion liberacién sostenida se usa en su sentido convencional para referirse a una formulacién de farmaco que
proporciona la liberacién gradual de un farmaco durante un periodo de tiempo prolongado y que puede dar como
resultado, aunque no necesariamente, niveles sanguineos sustancialmente constantes de un farmaco durante un
periodo de tiempo prolongado. El periodo de tiempo puede ser de hasta un mes o méas y debe ser una liberacién que
sea mas larga que la misma cantidad de agente administrado en forma de bolo. Para la liberacién sostenida, los
compuestos pueden formularse con un polimero adecuado o material hidréfobo que proporcione propiedades de
liberacion sostenida a los compuestos. Como tales, para su uso en el método de la divulgacion, los compuestos pueden
administrarse en forma de microparticulas, por ejemplo, mediante inyeccién o en forma de obleas o discos por
implantacién. En determinados aspectos de la divulgacion, los compuestos de la divulgacién se administran a un
paciente, solos 0 en combinacién con otro agente farmacéutico, usando una formulacién de liberacién sostenida.

La expresién liberacion retardada se usa en el presente documento en su sentido convencional para referirse a una
formulacién de farmaco que proporciona una liberacién inicial del farmaco después de cierto retraso tras la
administracién del farmaco y que, aunque no necesariamente, incluye un retraso de aproximadamente 10 minutos
hasta aproximadamente 12 horas. La expresion liberacién pulsétil se usa en el presente documento en su sentido
convencional para referirse a una formulacién de farmaco que proporciona la liberacién del farmaco de tal manera que
produce perfiles plasméticos pulsatiles del farmaco después de la administracién del farmaco. La expresién liberacion
inmediata se usa en su sentido convencional para referirse a una formulacién de farmaco que proporciona la liberacién
del farmaco inmediatamente después de la administraciéon del farmaco.

Como se usan en el presente documento, a corto plazo se refiere a cualquier periodo de tiempo de hasta e incluyendo
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 20 minutos o aproximadamente 10 minutos y todos y cada uno de
los incrementos completos o parciales de los mismos después de la administracién del farmaco.

Como se usan en el presente documento, de compensacidn rapida se refiere a cualquier periodo de tiempo de hasta
e incluyendo aproximadamente 8 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 5
horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 20 minutos, o aproximadamente 10 minutos y todos y cada uno de
los incrementos completos o parciales de los mismos después de la administracién del farmaco.

Los siguientes ejemplos ilustran més aspectos de la presente invencién. Sin embargo, de ninguna manera son una
limitacién de las ensefianzas o la divulgacion de la presente invencién como se establece en el presente documento.

Ejemplos

La invencidn se describe ahora con referencia a los siguientes Ejemplos. Estos Ejemplos se proporcionan sélo con
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fines ilustrativos, y la invencidén no se limita a estos Ejemplos, sino que mas bien abarca todas las variaciones que
sean evidentes como resultado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento.

Métodos y materiales:
Modelo en raton de CAGI ENPP1-asj:

Las parejas reproductoras heterocigotas ENPP1-asj/+ se mantuvieron con la "dieta de aceleracion" (TD00.442,
Laboratorios Harlan, Madison WI) durante todo el experimento para generar parejas de hermanos ENPP1-WT y
ENPP1-asj/asj que habian sido expuestos a la dieta de aceleracién en el Gtero. Las camadas se genotiparon el dia 8
y se destetaron el dia 21. Tras el destete, las parejas de hermanos se dividieron en cohortes experimentales y todos
los animales experimentales se mantuvieron con la dieta de aceleracién hasta la finalizacién del estudio.

Disefio de ENPP1-Fc:

NPP1 modificada humana y de ratén (Humana: Registro del NCBI NP_006199; Ratén: Registro del NCBI NP_03839)
modificada para expresar proteina recombinante soluble, se fusioné con IgG1 mediante subclonacién en plasmidos
pFUSE-hlgG1-Fc1 o pFUSE-mIgG1-Fc1 (InvivoGen, San Diego CA), respectivamente.

Produccioén de proteinas:

Matraces agitadores: Se establecieron transfecciones estables del ENPP1-Fc en células HEK293 con seleccién con
zeocina, y se adaptaron células HEK293 adherentes para su crecimiento en suspension. Las células adaptadas se
usaron para sembrar cultivos liquidos en medio FreeStyle (Gibco N.° 12338-018) en matraces agitadores a 37 °C y
5 % de COy, agitado a 120 rpm con alta humedad. El cultivo se amplié gradualmente hasta alcanzar el volumen diana
deseado y después se mantuvo durante otros 12 dias para acumular proteinas extracelulares. Durante la fase de
mantenimiento, los cultivos se complementaron con CD EfficientFeed C AGT (Gibco N.° A13275-05) para aumentar la
produccién de proteinas.

Biorreactor: Las células se propagaron en un biorreactor de 10 litros equipado con oxigeno disuelto y control de pH.
El oxigeno disuelto se mantuvo al 40 % de saturacién de aire suministrando al cultivo una mezcla de aire y oxigeno
no superior a 3 litros por minuto a una velocidad de agitacién de 80 RPM. El pH se controlé a 7,4 inyectando CO;
cuando el pH era superior a 7,4. El crecimiento del cultivo se siguié midiendo el nUmero de células, la viabilidad celular,
las concentraciones de glucosa y lactato. El rendimiento final de ambos métodos de producciéon fue de
aproximadamente 5 mg de ENPP1-Fc purificado por litro de cultivo.

Purificacién de proteinas:

Los cultivos liquidos se centrifugaron a 4300 x g durante 15 min y los sobrenadantes se filtraron a través de una
membrana de 0,2 um y se concentraron mediante flujo tangencial usando un casete Pellicon®3 0,11 m? Ultracell®
30 kD (Millipore, Billerica MA). Después, el sobrenadante concentrado se purific6 mediante una combinacién de
técnicas cromatograficas en un proceso de varias etapas. Estas técnicas se realizan secuencialmente y pueden incluir
cualquiera de las siguientes: cromatografia de afinidad con proteina A o proteina G, cromatografia de intercambio
catibnico, cromatografia de intercambio aniénico, cromatografia de exclusién por tamafio, cromatografia de
intercambio hidréfobo, cromatografia liquida de alta presién (HPLC), etapas de precipitacién, etapas de extraccién,
etapas de liofilizacién y/o etapas de cristalizacién. Usando una cualquiera de estas etapas en serie, una persona
versada en la materia de la quimica de proteinas puede purificar las composiciones de la materia descrita hasta una
homogeneidad de manera que no haya bandas de proteinas contaminantes en un gel tefiido con plata (en una
ejemplificacién no limitante, FIG. 10). Las muestras de proteinas resultantes se sometieron después a ensayo con el
kit de cuantificaciéon de endotoxinas Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (cat. 88282) para verificar que
todas estaban exentas de endotoxinas.

Enzimologia:

La hidrélisis de ATP en estado estacionario por NPP1 humana se determiné mediante HPLC. Brevemente, las
reacciones enziméticas se iniciaron afiadiendo NPP1 10 nM a concentraciones variables de ATP en el tampén de
reaccion que contenia Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, KC1 4,5 mM, ZnCl> 14 uM, MgCl, 1 mM y CaCl, 1 mM. En
diversos puntos temporales, se extrajeron 50 pl de solucién de reaccidn y se enfriaron con un volumen igual de acido
férmico 3 M. La solucidn de reaccién enfriada se cargd en una columna C-18 (5 pym 250 X 4,6 mm) (Higgins Analytical)
equilibrada en una solucién de acetato de amonio 15 mM (pH 6,0) y se eluyé con un gradiente de metanol del 0 % al
20 %. El sustrato y los productos se controlaron mediante absorbancia UV a 259 nm y se cuantificaron de acuerdo
con la integracién de sus correspondientes picos y curvas patrén.

Vehiculo:

MENPP1-Fc se formulé en vehiculo de manera que el volumen de vehiculo suministrado fue de 16 pl de
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vehiculo/gramo de peso corporal. El vehiculo consistia en americanBio 10X PBS (Solucién madre N.° AB 11072)
diluido a 1 x con agua exenta de endotoxinas y complementado con CaCly 14 uyM y ZnCl> 14 uM.

Dosificacion:

Los animales se dosificaron con vehiculo o con ENPP1-Fc de ratén (mENPP1-Fc) formulado en vehiculo. Los ratones
se dosificaron con inyecciones subcutédneas diarias a partir del dia 14 a niveles de dosis de 500 ua/kg de mENPP1-
Fc.

Actividad enzimatica.

En determinados aspectos, las enzimas Utiles dentro de la divulgacion tienen actividad enzimatica con las constantes
de Michaelis Menton descritas en Albright, et al., 2015, Nature Comm. 6:10006 (Ku ~ 2 uM para hidrélisis de ATP; kcat
de 3,46 (+0,44) s™).

Cuantificacion de PPi plasmatico:

Los animales ENPP1-WT y ENPP1-asjfasj dosificados se desangraron retro-orbitalmente usando micropipetas
heparinizadas, y la sangre se dispens6 inmediatamente en tubos Eppendorf tratados con heparina y se colocé en hielo
hdimedo. Las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga preenfriada a 4 °C a 4000 rpm durante 5 minutos, y el
plasma se recogié y diluyé en un volumen de Tris-Acetato 50 mM pH=8,0 y se congel6 a -80 °C. La cuantificacién del
PPi sérico se realizé usando los métodos descritos anteriormente (Cheung y Suhadolnik, 1977, Anal Biochem 83:61-
63).

Exploraciones de Micro-TC:

Formacién de imagenes con *™PYP jn vivo: El| agente de formacién de imagenes 6seas “mTc-pirofosfato
(Pharmalucence, Inc) se evalué en cohortes de animales usando un sistema de formaciéon de imagenes hibrido
microSPECT/TC preclinico con colimadores duales de poro de 1 mm (X-SPECT, Gamma Medica-ldeas). A cada
animal se le inyectdé por via intravenosa 2-5 mCi del trazador radiomarcado y se le tomaron imagenes 1-1,5 horas
después de la inyeccién. Se obtuvo una exploracién de TC (512 proyecciones a 50 kVp, 800 uA y un factor de aumento
de 1,25) para la co-localizacién anatémica con la imagen SPECT. Las imagenes de SPECT se obtuvieron con 180°
por cabezal de colimador en rotacién antihoraria, 32 proyecciones, 60 segundos por proyeccién con un ROR de 7,0 cm,
FOV de 8,95 cm y una ventana de energia de 140 keV + 20. Las imagenes de TC se reconstruyeron con el software
FLEX X-O CT (Gamma Medica-ldeas) usando un algoritmo de retroproyeccidn filtrado. Las imagenes de SPECT se
reconstruyeron usando el software FLEX SPECT (5 iteraciones, 4 subconjuntos) y posteriormente se fusionaron con
las imagenes de TC y se analizaron usando el software AMIRA y un programa interno fuera de linea. Los datos se
corrigieron en funcién de la desintegracién y la dosis inyectada para conseguir el % de dosis inyectada (% de Dl).

Cuantificacién de la captacién de ®"PYP: Para las exploraciones murinas con ®™PYP, se tomaron imagenes de
los animales dos horas después de la inyeccién. Las exploraciones de SPECT resultantes se importaron en el software
de procesamiento de imagenes ImagedJ del NIH y se trazaron ROl alrededor de la cabeza (6rgano diana) y de todo el
cuerpo de cada animal. El porcentaje de actividad inyectada (PAl), con frecuencia denominado "porcentaje de dosis
inyectada" (% de DI), se calculé6 comparando la relacién de recuentos en la cabeza con los recuentos en todo el cuerpo,
y se expres6 como el % de DI para proporcionar una medida de la afinidad con la que el radioindicador es captado
por la ROI (cabeza). Los recuentos totales en cada exploracién se tomaron como medida de la dosis inyectada en
todo el cuerpo.

Secuencias:
Secuencia de aminoacidos de NPP1 (Registro del NCBI NP_006199) (SEQ ID NO: 1)

MERDGCAGGGSRGGEGGRAPREGPAGNGRDRGRSHAAEAPGDPQAAASLLAPMDVGEEPLEKAARAR
TAKDPNTYKVLSLVLSVCVLTTILGCIFGLKPSCAKEVKSCKGRCFERTFGNCRCDAACVELGNCCL
DYQETCIEPEHIWTCNKEFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEP
QCPAGFETPPTLLESLDGEFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTEPNHYSIVIGLY
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PESHGIIDNKMYDPKMNASESLKSKEKENPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTEFFWPGSDVEINGIEPD
IYKMYNGSVPFEERILAVLOQWLQLPKDERPHEYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMVGM
IMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSFE
NYEGIARNLSCREPNQHFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTEFYLDPOWQLALNPSERKYCGSGEFHG
SDNVEFSNMQALFVGYGPGEFKHGIEADTFENIEVYNIMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYTPK
HPKEVHPLVQCPETRNPRDNLGCSCNPSILPIEDFQTQOFNLTVAEEKTITKHETLPYGRPRVLOKENT
ICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSESTEDESNCLYQDEFRIPLSPVHKCSEYKNNTKVSY
GFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSEFQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVEDEDYD
GRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHEFIVLTSCKDTSQTPLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCVHG
KHDSSWVEELLMLHRARITDVEHITGLSEFYQORKEPVSDILKLKTHLPTESQED

Secuencia de aminoacidos de NPP2 (Registro del NCBI NP_001124335) (SEQ ID NO: 2)

MARRSSFQSCQITISLEFTFAVGVNICLGFTAHRIKRAEGWEEGPPTVLSDSPWTNISGSCKGRCEELQ
EAGPPDCRCDNLCKSYTSCCHDEDELCLKTARGWECTKDRCGEVRNEENACHCSEDCLARGDCCTNY
QVVCKGESHWVDDDCEETKAAECPAGEVRPPLITFSVDGFRASYMKKGSKVMPNTIEKLRSCGTHSPY
MRPVYPTKTEFPNLYTLATGLYPESHGIVGNSMYDPVEDATFHLRGREKENHRWWGGOQPLWITATKOG
VKAGTFFWSVVIPHERRILTILOWLTLPDHERPSVYAFYSEQPDESGHKYGPEFGPEMTNPLREIDKT
VGQLMDGLKQLKLHRCVNVIEFVGDHGMEDVTICDRTEFLSNYLTNVDDITLVPGTLGRIRSKEFSNNAK
YDPKATTANLTCKKPDOHFKPYLKOHLPKRLHYANNRRIEDIHLLVERRWHVARKPLDVYKKPSGKC
FEFQGDHGEFDNKVNSMQTVEVGYGSTEFKYKTKVPPFENIELYNVMCDLLGLKPAPNNGTHGSLNHLLR
TNTEFRPTMPEEVTIRPNYPGIMYLOSDEDLGCTCDDKVEPKNKLDELNKRLHTKGSTEAETRKEFRGSR
NENKENINGNFEPRKERHLLYGRPAVLYRTRYDILYHTDEESGYSEIFLMPILWISYTVSKQAEVSSV
PDHLTSCVRPDVRVSPSESQNCLAYKNDKOMSYGEFLFPPYLSSSPEAKYDAFLVTNMVPMY PAFKRV
WNYFOQRVLVKKYASERNGVNVISGPIFDYDYDGLHDTEDKIKQYVEGSSIPVPTHYYSIITSCLDET
QPADKCDGPLSVSSEFILPHRPDNEESCNSSEDESKWVEELMKMHTARVRDIEHLTSLDFEFRKTSRSY
PETILTLKTYLHTYESET

Secuencia de aminoacidos de NPP4 (Registro del NCBI AAH18054.1) (SEQ ID NO: 3)

MKLLVILLESGLITGFRSDSSSSLPPKLLLVSEDGERADYLKNYEEFPHLONEIKEGVLVEHVKNVETL
TKTEPNHYSIVIGLYEESHGIVANSMYDAVTKKHESDSNDKDPEFWWNEAVPIWVINQLQENRSSAAA
MWPGTDVEPIHDTISSYFMNYNSSVSEFEERLNNITMWLNNSNPPVIFATLYWEEPDASGHKYGEPEDKE
NMSRVLKKIDDLIGDLVQRLKMLGLWENLNVIITSDHGMTQCSQDRLINLDSCIDHSYYTLIDLSPV
AATLPKINRTEVYNKLKNCS PHMNVYLKEDIPNREYYQHNDRIQPIILVADEGWITIVLNESSQKLGD

HGYDNSLPSMHPEFLAAHGPAFHKGYKHSTINIVDIYPMMCHILGLKPHPNNGT EFGHTKCLLVDOWCI
NLPEATATVIGSLLVLTMLTCLITIMONRLSVPRPEFSRLQLQEDDDDPLIG

(DSS), (SEQID NO: 4), en donde n es un nimero entero que variade 1a 10
(ESS), (SEQID NO: 5), en donde n es un numero entero que varia de 1a 10
(RQQ), (SEQ ID NO: 6), en donde n es un niimero entero que varia de 1 a 10
(KR), (SEQ ID NO: 7), en donde n es un nimero entero que varia de 1a 10
Rm (SEQ ID NO: 8), en donde m es un niumero entero que variade 1a 15
DSSSEEKFLRRIGRFG (SEQ ID NO: 9)

EEEEEEEPRGDT (SEQ ID NO: 10)

APWHLSSQYSRT (SEQ ID NO: 11)
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Em (SEQID NO: 14), en donde m es un numero entero que variade 1a 15

STLPIPHEFSRE (SEQ ID NO: 12)
VTKHLNQISQSY (SEQ ID NO: 13)

Secuencia de aminoacidos de NPP121 (SEQ ID NO: 15)
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Subrayado con una linea: restos intercambiados con los restos 1-27 de NPP2 para proporcionar la escisién en la

posicién de transicidén (**); Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (principio y fin).

Secuencia de aminoacidos de NPP121-Fc (SEQ ID NO: 16)
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Subrayado con una linea: restos intercambiados con los restos 1-27 de NPP2 para proporcionar la escisién en la

posicién de transicidn (**); Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (inicio y fin); Negrita: higG1 (Fc)

Secuencia de aminoacidos de NPP71 (SEQ ID NO: 17)

MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GAGLKPSCAK EVKSCKGRCE ERTEGNCRCD

1

AACVELGNCC LDYQETCIEP EHIWICNKER CGEKRLTRSL CACSDDCKDK

51

PAGFETPPTL LEFSLDGEFRAE

GDCCINYSSV CQGEKSWVEE PCESINEPQC

101

34



5

151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

YLHTWGGLLP
IIDNKMYDPK
GSDVEINGIF
EPDSSGHSYG
HGMEQGSCKK
IARNLSCREP
PSERKYCGSG
CDLLNLTPAP
LGCSCNPSIL
LSQHQFMSGY
HKCSFYKNNT
RYFHDTLLRK
EILIPTHFFI
DSSWVEELLM
ED
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VISKLKKCGT
MNASESLKSK
PDIYKMYNGS
PVSSEVIKAL
YIYLNKYLGD
NQHEFKPYLKH
FHGSDNVESN
NNGTHGSLNH
PIEDFQTQEFN
SQDITMPLWT
KVSYGFLSPP
YAEERNGVNV
VLTSCKDTSQ
LHRARITDVE

YTKNMRPVYP
EKFNPEWYKG
VPFEERILAV
QRVDGMVGML
VKNIKVIYGP
FLPKRLHFAK
MOALEVGYGP
LLKNPVYTPK
LTVAEEKIIK
SYTVDRNDSF
QLNKNSSGIY
VSGPVEDEDY
TPLHCENLDT
HITGLSEYQQ

TKTEFPNHYST
EPIWVTAKYQ
LOWLQLPKDE
MDGLKELNLH
AARLRPSDVP
SDRIEPLTEY
GEFKHGIEADT
HPKEVHPLVQ
HETLPYGRPR
STEDESNCLY
SEALLTTNIV
DGRCDSLENL
LAFILPHRTD
RKEPVSDILK

VTGLYPESHG
GLKSGTFEFEWP
RPHEYTLYLE
RCLNLILISD
DKYYSENYEG
LDPQWQLALN
FENIEVYNLM
CPEFTRNPRDN
VLOKENTICL
QDFRIPLSPV
PMYQSEQVIW
ROQKRRVIRNQ
NSESCVHGKH
LKTHLPTFSQ

Subrayado con una linea: NPP7; Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (principio y fin).

Secuencia de aminoacidos de NPP71-Fc (SEQ ID NO: 18)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GAGLKPSCAK

AACVELGNCC
GDCCINYSSV
YLHTWGGLLP
ITDNKMYDPK
GSDVEINGIF
EPDSSGHSYG
HGMEQGSCKK
IARNLSCREP
PSERKYCGSG
CDLLNLTPAP
LGCSCNPSIL
LSQHQEMSGY
HKCSEYKNNT
RYFHDTLLRK

LDYQETCIEP
CQGEKSWVEE
VISKLKKCGT
MNASESLKSK
PDIYKMYNGS
PVSSEVIKAL
YIYLNKYLGD
NOHEKPYLKH
FHGSDNVESN
NNGTHGSLNH
PIEDFQTQEFN
SQDITMPLWT
KVSYGFLSPP
YAEERNGVNV

EHIWTCNKER
PCESINEPQC
YTKNMRPVYP
EKFNPEWYKG
VPFEERILAV
QRVDGMVGML
VKNIKVIYGP
FLPKRLHFAK
MOALEVGYGP
LLKNPVYTPK
LTVAEEKIIK
SYTVDRNDSF
QLNKNSSGIY
VSGPVEDEDY

35

EVKSCKGRCF
CGEKRLTRSL
PAGFETPPTL
TKTEPNHYSI
EPIWVTAKYQ
LOWLQLPKDE
MDGLKELNLH
AARLRPSDVP
SDRIEPLTEY
GEFKHGIEADT
HPKEVHPLVQ
HETLPYGRPR
STEDESNCLY
SEALLTTNIV
DGRCDSLENL

ERTEFGNCRCD
CACSDDCKDK
LESLDGFRAE
VTGLYPESHG
GLKSGTFEFEWP
RPHEYTLYLE
RCLNLILISD
DKYYSENYEG
LDPOWQLALN
FENIEVYNLM
CPEFTRNPRDN
VLOKENTICL
QDFRIPLSPV
PMYQSEQVIW
RQKRRVIRNQ
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751 EILTPTHFEFI VLTSCKDTSQ TPLHCENLDT LAFILPHRTD NSESCVHGKH
801 DSSWVEELLM LHRARITDVE HITGLSEYQQ RKEPVSDILK LKTHLPTESQ
851 EDLINDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
901 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
951 GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR EEMTKNQVSL
1001 TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
1051 RWQQGNVFEFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

Subrayado con una linea: NPP7; Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (inicio y fin); Negrita: higG1 (Fc).

5 Secuencia de aminoacidos de (NPP71 que carece de GLK N-Terminal de NPP1) (SEQ ID NO: 19)
1 MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA PSCAK EVKSCKGRCFEF ERTFGNCRCD
51 AACVELGNCC LDYQETCIEP EHIWTICNKER CGEKRLTRSL CACSDDCKDK
101 GDCCINYSSV CQGEKSWVEE PCESINEPQC PAGFETPPTL LFSLDGFRAE
151 YLHTWGGLLP VISKLKKCGT YTKNMRPVYP TKTFPNHYST VTGLYPESHG
201 IIDNKMYDPK MNASFEFSLKSK EKEFNPEWYKG EPIWVTAKYQ GLKSGTEFFWP
251 GSDVEINGIFEF PDIYKMYNGS VPFEERILAV LOWLQLPKDE RPHEYTLYLE
301 EPDSSGHSYG PVSSEVIKAL QRVDGMVGML MDGLKELNLH RCLNLILISD
351 HGMEQGSCKK YIYLNKYLGD VKNIKVIYGP AARLRPSDVP DKYYSENYEG
401 IARNLSCREP NQHFKPYLKH FLPKRLHFAK SDRIEPLTEY LDPOWQLALN
451 PSERKYCGSG FHGSDNVESN MQALEFVGYGP GEFKHGIEADT FENIEVYNLM
501 CDLLNLTPAP NNGTHGSLNH LLKNPVYTPK HPKEVHPLVQ CPEFTRNPRDN
551 LGCSCNPSIL PIEDFQTQFN LTVAEEKITIK HETLPYGRPR VLQKENTICL
¢01 LSQHQFMSGY SQDILMPLWT SYTVDRNDSEF STEDFSNCLY QDFRIPLSPV
651 HKCSEFYRKNNT KVSYGEFLSPP QLNKNSSGIY SEALLTTNIV PMYQSEQVIW
701 RYFHDTLLRK YAEERNGVNV VSGPVEDEFDY DGRCDSLENL RQKRRVIRNQ
751 EILIPTHFFI VLTSCKDTSQ TPLHCENLDT LAFILPHRTD NSESCVHGKH
801 DSSWVEELLM LHRARITDVE HITGLSFYQQ RKEPVSDILK LKTHLPTFEFSQ
851 ED
Subrayado con una linea: NPP7; Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (inicio y fin) (los 3 primeros aminoécidos
10  del extremo N de NPP1, GLK, se omiten).

Secuencia de aminoacidos de (NPP71 que carece de GLK N-terminal de NPP1)-Fc (SEQ ID NO: 20)
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1 MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA PSCAK EVKSCKGRCE ERTEGNCRCD
51 AACVELGNCC LDYQETCIEP EHIWICNKER CGEKRLTRSL CACSDDCKDK
101 GDCCINYSSV CQGEKSWVEE PCESINEPQC PAGFETPPTL LFSLDGFRAE
151 YLHTWGGLLP VISKLKKCGT YTKNMRPVYP TKTEFPNHYSI VIGLYPESHG
201 IIDNKMYDPK MNASFSLKSK EKFNPEWYKG EPIWVTAKYQ GLKSGTFEFWP
251 GSDVEINGIF PDIYKMYNGS VPFEERILAV LQWLQLPKDE RPHEYTLYLE
301 EPDSSGHSYG PVSSEVIKAL QRVDGMVGML MDGLKELNLH RCLNLILISD
351 HGMEQGSCKK YIYLNKYLGD VKNIKVIYGP AARLRPSDVP DKYYSENYEG
401 IARNLSCREP NQHEFKPYLKH FLPKRLHFAK SDRIEPLTEY LDPQWQLALN
451 PSERKYCGSG FHGSDNVESN MOALEFVGYGP GFKHGIEADT FENIEVYNLM
501 CDLLNLTPAP NNGTHGSLNH LLKNPVYTPK HPKEVHPLVQ CPETRNPRDN
551 LGCSCNPSIL PIEDFQTQFN LTVAEEKIIK HETLPYGRPR VLQKENTICL
601 LSQHQFMSGY SQDILMPLWT SYTVDRNDSE STEDESNCLY QODFRIPLSPV
651 HKCSFEYKNNT KVSYGFLSPP QLNKNSSGIY SEALLTTNIV PMYQSFQVIW
701 RYFHDTLLRK YAEERNGVNV VSGPVEFDFDY DGRCDSLENL RQKRRVIRNQ
751  EILIPTHFFI VLTSCKDTSQ TPLHCENLDT LAFILPHRTD NSESCVHGKH
801 DSSWVEELLM LHRARITDVE HITGLSFYQQ RKEPVSDILK LKTHLPTFSQ
851 EDLINDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
901 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
951 GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR EEMTKNQVSL
1001 TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
1051 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

Subrayado con una linea: NPP7; Subrayado con dos lineas: Proteina NPP1 (inicio y fin) (los 3 primeros aminoécidos

del extremo N de NPP1 se omiten); Negrita: higG1 (Fc).

Secuencia de aminoacidos de NPP121-ALB (SEQ ID NO: 21)

MERDGCAGGGSRGGEGGRAPREGPAGNGRDRGRSHAAFAPGDPQAAASTLLAPMDVGEEPLEKAARAR
TAKDPNTYKIISLFTFAVGVNICLG**FTAGLKPSCAKEVKSCKGRCFERT FGNCRCDAACVELGNC

CLDYQETCIEPEHIWTCNKEFRCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESIN
EPQCPAGFETPPTLLESLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTFPNHYSIVTG
LYPESHGIIDNKMYDPKMNASESLKSKEKENPEWYKGEPIWVIAKYQGLKSGTFFWPGSDVEINGIF
PDIYKMYNGSVPFEERILAVLOWLOLPKDERPHEFYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALQRVDGMV
GMLMDGLKELNLHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYY

37



ES 2983 910T3

SENYEGIARNLSCREPNQHEFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTEYLDPOQWQLALNPSERKYCGSGE
HGSDNVFESNMQATLFVGYGPGFKHGIEADTFENTEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNPVYT
PKHPKEVHPLVQCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIEDFQTOFNLTVAEEKITKHETLPYGRPRVLOKE
NTICLLSQHQFMSGYSQDILMPLWITSYTVDRNDSESTEDFSNCLYQDFRIPLSPVHKCSEYKNNTKYV
SYGFLSPPQLNKNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFOQVIWRYEFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVEDED
YDGRCDSLENLRQKRRVIRNQEILIPTHEFFIVLTSCKDTSQT PLHCENLDTLAFILPHRTDNSESCV
HGKHDSSWVEELTLMLHRARTITDVEHITGLSEFYQORKEPVSDILKLKTHLPTFEFSQEDRSGSGGSMKWV
TFLLLLFVSGSAFSRGVFRREAHKSEIAHRYNDLGEQHFKGLVLIAFSQYLQKCSYDEHAKLVQEVT
DFAKTCVADESAANCDKSLHTLFGDKLCAIPNLRENYGELADCCTKQEPERNECFLQHKDDNPSLPP
FERPEAEAMCTSFKENPTTFMGHYLHEVARRHPYFYAPELLYYAEQYNEILTQCCAEADKESCLTPK
LDGVKEKALVSSVRQRMKCSSMOKEFGERAFKAWAVARLSQTFPNADFAEITKLATDLTKVNKECCHG
DLLECADDRAELAKYMCENQATISSKLQTCCDKPLLKKAHCLSEVEHDTMPADLPATAADFVEDQEV
CKNYAEAKDVFLGTFLYEYSRRHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEANPPACYGTVLAEFQPLVE
EPKNLVKTNCDLYEKLGEYGFQNAILVRYTQKAPQVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEDQRLPCV
EDYLSATILNRVCLLHEKTPVSEHVTKCCSGSLVERRPCFSALTVDETYVPKEFKAETFTFHSDICTL
PERKEKQIKKQTALAELVKHKPKATAEQLKTVMDDEFAQFLDTCCKAADKDTCFSTEGPNLVTRCKDAL
ARSWSHPQFEK
Negrita en cursiva. NPP1 citoplasmica y transmembrana; Subrayado con una linea: Restos intercambiados con los

restos 1-27 de NPP2 para proporcionar escisién en la posicién de transicién (**); Subrayado con dos lineas: NPP1
transmembrana; Sin formato: Dominio extracelular de NPP1; Subrayado en negrita: Enlazador; Negrita: Albumina

Secuencia de aminoacidos de (NPP71 que carece de GLK N-terminal de NPP1)-ALB (SEQ ID NO: 22)

MRGPAVLLTVALATLLAPGAGAPSCAKEVKSCKGRCEFERTFGNCRCDAACVELGNCCLDYQETCIEP

EHIWICNKERCGEKRLTRSLCACSDDCKDKGDCCINYSSVCQGEKSWVEEPCESINEPQCPAGEETP
PTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKKCGTYTKNMRPVYPTKTEFPNHYSIVTGLYPESHGIIDN
KMYDPKMNASESLKSKEKENPEWYKGEPIWVTAKYQGLKSGTFEFWPGSDVEINGIFPDIYKMYNGSV
PFEERILAVLOWLOLPKDERPHEYTLYLEEPDSSGHSYGPVSSEVIKALORVDGMVGMLMDGLKELN
LHRCLNLILISDHGMEQGSCKKYIYLNKYLGDVKNIKVIYGPAARLRPSDVPDKYYSEFNYEGIARNL
SCREPNQHEFKPYLKHFLPKRLHFAKSDRIEPLTEFYLDPOWQLALNPSERKYCGSGEHGSDNVESNMQ
ALEVGYGPGFKHGIEADTFENIEVYNLMCDLLNLTPAPNNGTHGSLNHLLKNEPVYTPKHPKEVHPLV
QCPFTRNPRDNLGCSCNPSILPIEDEQTQFNLTVAEEKITKHETLPYGRPRVLOQKENTICLLSQHQFE
MSGYSQDILMPLWTSYTVDRNDSESTEDESNCLYQDEFRIPLSPVHKCSEYKNNTKVSYGEFLSPPQLN
KNSSGIYSEALLTTNIVPMYQSFQVIWRYFHDTLLRKYAEERNGVNVVSGPVEDEDYDGRCDSLENL
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ROKRRVIRNQEILIPTHEFFIVLTSCKDTSQTPLHCENLDTLAFTLPHRTDNSESCVHGKHDS SWVEE
LIMLHRARITDVEHITGLSEFYQORKEPVSDILKLKTHLPTEFSQEDRSGSGGSMKWVTEFLLLLEVSGS

AFSRGVFRREAHKSETAHRYNDLGEQHFKGLVLIAFSQYLOKCSYDEHAKLVQEVTDEAKTCVADES

AANCDKSLHTLEGDKLCAIPNLRENYGELADCCTKQEPERNECEFLQHKDDNPSLPPFERPEAEAMCT

SEKENPTTFMGHYLHEVARRHPYEFYAPELLYYAEQYNEILTQCCAEADKESCLT PKLDGVKEKALVS

SVRORMKCS SMOKEFGERAFKAWAVARLSQTEFPNADFAEITKLATDLTKVNKECCHGDLLECADDRAE

LAKYMCENQATISSKLOTCCDKPLLKKAHCLSEVEHDTMPADLPATAADEFVEDQEVCKNYAEAKDVE

LGTEFLYEYSRRHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEANPPACYGTVLAEFQPLVEEPKNLVKTNCD

LYEKLGEYGEFQNATILVRYTQKAPQVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEDQRLPCVEDYLSATLNRV

CLLHEKTPVSEHVTKCCSGSLVERRPCESALTVDETYVPKEFKAETETFHSDICTLPEKEKQIKKQT

ALAELVKHKPKATAEQLKTVMDDFAQFLDTCCKAADKDTCEFSTEGPNLVTRCKDALARSWSHPQFEFEK

Subrayado con dos lineas: NPP7; Texto sin formato: NPP1; Negrita: secuencia espaciadora; Subrayado con una
linea: albumina

IISLFTFAVGVNICLGFTA (SEQ ID NO: 23)

Secuencia de aminoacidos de NPP51 (SEQ ID NO: 24)

MTSKFLLVSFILAALSLSTTESLQPSCAKEVKSCKGRCFERTEFSNCRCDAACVSLGNCCLDEQETCV

EPTHIWTCNKFRCGEKRLSREVCSCADDCKTHNDCCINYSSVCQDKKSWVEETCESIDTPECPAERFE
SPPTLLEFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKNCGTYTKNMRPMYPTKTEFPNHYSIVTGLYPESHGII
DNKMYDPKMNASESLKSKEKFNPLWYKGQPIWVTANHQEVKSGTYEFWPGSDVEIDGILPDIYKVYNG
SVPFEERILAVLEWLQLPSHERPHEFYTLYLEEPDSSGHSHGPVSSEVIKALQKVDRLVGMLMDGLKD
LGLDKCLNLILISDHGMEQGSCKKYVYLNKYLGDVNNVKVVYGPAARLRPTDVPETYYSENYEALAK
NLSCREPNQHFRPYLKPFLPKRLHFAKSDRIEPLTFYLDPQWQLALNPSERKYCGSGEFHGSDNLESN
MQOALFIGYGPAFKHGAEVDSEFENIEVYNLMCDLLGLIPAPNNGSHGSLNHLLKKPIYNPSHPKEEGE
LSQCPIKSTSNDLGCTCDPWIVPIKDFEKQLNLTTEDVDDIYHMTVPYGRPRILLKQHRVCLLOQOQQ
FLTGYSLDLLMPLWASYTEFLSNDQFSRDDESNCLYQDLRIPLSPVHKCSYYKSNSKLSYGELTPPRL
NRVSNHIYSEALLTSNIVPMYQSEFQVIWHYLHDTLLORYAHERNGINVVSGPVEDEDYDGRYDSLETI
LKONSRVIRSQEILIPTHEFEFIVLTSCKQLSETPLECSALESSAYILPHRPDNIESCTHGKRESSWVE

ELLTLHRARVTDVELITGLSEFYQDRQESVSELLRLKTHLPIEFSQED
10

Subrayado: NPP5; Sin formato: NPP1

Secuencia de aminoacidos de NPP51-ALB (SEQ ID NO: 25)
15
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MTSKELLVSEFILAALSLSTTESLOPSCAKEVKSCKGRCEFERTEFSNCRCDAACVSLGNCCLDEQETCV

EPTHIWICNKFRCGEKRLSREVCSCADDCKTHNDCCINYSSVCQDKKSWVEETCESIDTPECPAERFE
SPPTLLFSLDGFRAEYLHTWGGLLPVISKLKNCGTYTKNMRPMYPTKTFPNHYSIVTGLYPESHGTIT
DNKMYDPKMNASFSLKSKEKENPLWYKGQPTWVTANHQEVKSGTY FWPGSDVEIDGILPDIYKVYNG
SVPFEERILAVLEWLQLPSHERPHFYTLYLEEPDSSGHSHGPVSSEVIKALOKVDRLVGMLMDGLKD
LGLDKCLNLILISDHGMEQGSCKKYVYLNKYLGDVNNVKVVYGPAARLRPTDVPETYYSENYEALAK
NLSCREPNQHFRPYLKPFLPKRLHFAKSDRIEPLTEYLDPOQWQLALNPSERKYCGSGEFHGSDNLESN
MOALFIGYGPAFKHGAEVDSFENIEVYNLMCDLLGLIPAPNNGSHGSLNHLLKKPIYNPSHPKEEGE
LSQCPIKSTSNDLGCTCDPWIVPIKDFEKQLNLTTEDVDDIYHMTVPYGRPRILLKQHRVCLLOQQOQ
FLTGYSLDLIMPLWASYTFLSNDQFSRDDESNCLYQDLRIPLSPVHKCSYYKSNSKLSYGELTPPRL
NRVSNHIYSEALLTSNIVPMYQSEFQVIWHYLHDTLLQRYAHERNGINVVSGPVEDFDYDGRYDSLET
LKONSRVIRSQEILIPTHFFIVLTSCKQLSETPLECSALESSAYTILPHRPDNIESCTHGKRESSWVE
ELLTLHRARVTDVELITGLSEYQDROESVSELLRLKTHLPIFSQEDGGSGGSMKWVTEFLLLLEVSGS

AFSRGVEFRREAHKSETAHRYNDLGEQHEKGLVLIAEFSQYLOKCSYDEHAKLVQEVTDEAKTCVADES

AANCDKSLHTLEGDKLCAIPNLRENYGELADCCTKQEPERNECFLOHKDDNPSLPPFERPEAEAMCT

SEFKENPTTEFMGHYLHEVARRHPYEYAPELLYYAREQYNEILTQCCAEADKESCLTPKLDGVKEKALVS

SVRQRMKCS SMOKEFGERAFKAWAVARLSQTFPNADFAETTKLATDLTKVNKECCHGDLLECADDRAE

LAKYMCENQATISSKLQTCCDKPLLKKAHCLSEVEHDTMPADLPAIAADFVEDQEVCKNYAEAKDVE

LGTFLYEYSRRHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEANPPACYGTVLAEFQPLVEEPKNLVKTNCD

LYEKLGEYGFONATLVRYTQKAPQVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEDQRLPCVEDYLSATLNRV

CLLHEKTPVSEHVTKCCSGSLVERRPCEFSALTVDETYVPKEFKAETEFTFHSDICTLPEKEKQIKKQT

ALAELVKHKPKATAEQLKTVMDDEFAQFLDTCCKAADKDTCEFSTEGPNLVTRCKDALARSWSHPQFEK

Subrayado con dos lineas: NPP5; Sin formato: NPP1; Negrita: Espaciador; Subrayado con una linea: Albumina

5 Dominio Fc de IgG humana, Fc (SEQ ID NO: 26)

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY SKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

ALB (SEQ ID NO: 27)
10

MKWVTEFLLLLEVSGSAFSRGVERREAHKSEIAHRYNDLGEQHEFKGLVLIAFSQYLOKCSYDEHAKLY
QEVTDFAKTCVADESAANCDKSLHTLEFGDKLCAIPNLRENYGELADCCTKQEPERNECFLOQHKDDNP
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SLPPFERPEAEAMCTSEFKENPTTFMGHY LHEVARRHPYFYAPELLYYAEQYNEILTQCCAEADKESC
LTPKLDGVKEKALVSSVRORMKCS SMOKFGERAFKAWAVARLSQTFPNADFAETTKLATDLTKVNKE
CCHGDLLECADDRAELAKYMCENQATISSKLQTCCDKPLLKKAHCLSEVEHDTMPADLPATAADEVE
DOEVCKNYAEAKDVELGTFLYEYSRRHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEANPPACYGTVLAEFQ
PLVEEPKNLVKTNCDLYEKLGEYGFQNATILVRYTQKAPQVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEDQR
LPCVEDYLSATLNRVCLLHEKTPVSEHVTKCCSGSLVERRPCEFSALTVDETYVPKEFKAETEFTEHSD
ICTLPEKEKQIKKQTALAELVKHKPKATAEQLKTVMDDFAQFLDTCCKAADKDTCESTEGPNLVTRC
KDALARSWSHPQFEK

LIN (SEQ ID NO: 28)
GGSGGS (SEQ ID NO: 29)
RSGSGGS (SEQ ID NO: 30)

Ejemplo 1: Modelo en ratén de PXE de ENPP1-asj

Determinados polipéptidos de la invencion (tales como ENPP1-Fc) se sometieron a ensayo en modelos de ratén de
PXE y osteoartritis (OA). Los ratones con PXE presentan la mutaciéon de pérdida de funcién en el transportador de
membrana de paso miultiple ABCC6, de forma similar a los seres humanos con PXE. Se usaron ratones ANK como
modelo de mamifero para la OA.

Las parejas reproductoras heterocigotas ENPP1-asj/+ se mantuvieron con la "dieta de aceleracion" (TD00.442,
Laboratorios Harlan, Madison WI) durante todo el experimento para generar parejas de hermanos ENPP1-WT y
ENPP1-asj/asj que habian sido expuestos a la dieta de aceleracién en el Utero. Las camadas se genotiparon el dia 8
y se destetaron el dia 21. Tras el destete, las parejas de hermanos se dividieron en cohortes experimentales y todos
los animales experimentales se mantuvieron con la dieta de aceleracién hasta la finalizacién del estudio. Se
administraron polipéptidos seleccionados de la invencién a animales de estudio, como se describe en el presente
documento, y se analizan los huesos.

Como se ilustra en la FIG. 7, tanto los ratones con PXE como ANK tienen inicialmente un PPi bajo, un biomarcador
que, segln se publica en la bibliografia, explica la patogenia del PXE (Jansen, et al., 2014, Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 34:1985-1989).

Dos ratones con PXE se dosificaron durante una semana con ENPP1-Fc, y el PPi plasmatico medio en estos animales
aument6 hasta aproximadamente 4 uM. Esto indica que la administracién de los polipéptidos de la invencién a
mamiferos eleva sus niveles extracelulares de PPiy trata el PXE.

No se esperaba la capacidad del polipéptido para elevar el PPi, porque se pensaba que el mecanismo biolégico del
PPi bajo estaba asociado a las bajas concentraciones de ATP (Jansen, et al., 2013, PNAS USA 110(50):20206-20211).
De hecho, se propuso en la técnica anterior que la correccidén del PPi plasmatico en el PXE es suficiente para tratar la
enfermedad (Jansen, et al., 2013, PNAS USA 110(50):20206-20211). Basandose en la técnica anterior en el momento
de la invencidn, un experto en la materia contemplaria que la enzima ENPP1 no es capaz de generar PPi en el contexto
del PXE debido a la falta de sustrato suficiente en el espacio extracelular. Como se demuestra en el presente
documento, esta claro que no es el caso.

Ejemplo 2:

Cuando se alimentan con una dieta de aceleracién, los pesos diarios de los ratones ENPP1-asj/asj divergieron de los
pares de hermanos WT el dia 26, cuando los ratones ENPP1-asj/asj experimentaron un episodio de "retraso del
crecimiento" y empezaron a perder peso (FIG. 1 A). Después del dia 26, los animales ENPP1 -asjfasj mostraron rigidez
progresiva y reducciones de la actividad fisica. Todos los animales ENPP1-asj/asj murieron entre los dias 35-71, con
una mediana de esperanza de vida de 58 dias (FIG. 1G). La presencia de calcificaciones en los ratones ENPP1-asj/asj
y ENPP1-WT se evalud postmortem mediante exploraciones de micro-TC y secciones histolégicas tomadas del
corazon, aorta y rifiones. Aproximadamente un tercio de los ratones ENPP1-asj/asj tenian calcificaciones visibles en
el corazdn y dos tercios tenian calcificaciones visibles en la aorta, mediante micro-TC (Tabla 2). Estos porcentajes
aumentaron al 100 % tras el examen histolégico, que también mostré que muchos de los animales tenian
calcificaciones casi circunferenciales drasticas en sus paredes adrticas (FIG. 1D-1E). El examen histolégico también
reveld que el 100 % de las arterias coronarias presentaban calcificaciones de la pared arterial y que el 70 % de los
animales tenian zonas focales o confluentes de necrosis miocérdica compatibles con infarto de miocardio (FIG. 1F-
1G). Por el contrario, los ratones ENPP1-WT no mostraron ninguna de estas anomalias. Estos resultados demuestran
que el modelo animal recapitula la CAGI en seres humanos, que se caracteriza por calcificaciones prominentes de las
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arterias grandes y medianas y un fallecimiento cardiaco.

Para producir ENPP1 recombinante soluble para su uso in vivo, se fusioné ENPP1 con el dominio Fc de IgG1 (en lo
sucesivo en el presente documento denominado ENPP1-Fc, FIG. 2B) y la proteina de fusién se expresé en estirpes
celulares estables de mamiferos (HEK293). El efecto combinado de cambiar la expresién de la proteina de células de
insecto a células de mamifero y la fusién de ENPP1 con el dominio Fc de la IgG1 alteré la cinética de Michaelis Menten
al aumentar la afinidad de ENPP1 por el sustrato ATP en mas de dos 6rdenes de magnitud, reduciendo al mismo
tiempo la Keat en un factor de 3-4 (FIG. 2C-2E). Se observé que la actividad de la ENPP1-Fc disminuia durante un
periodo de 30 dias cuando se almacenaba a 4 °C, pero la enzima podia congelarse a -80 °C y conservar una actividad
casi completa tras descongelarse (FIG. 2C). Por lo tanto, la enzima se almacené como solucién madre congelada
después de la purificacién hasta que se necesité.

Tras la purificacion, ENPP1-Fc se dializé en PBS complementado con Zn y Mg (PBSpus) concentrado a entre 5 y
7 mg/ml, y se congelé a -80 °C en alicuotas de 200-500 pl. Las alicuotas se descongelaron inmediatamente antes de
su uso y la actividad especifica de la solucién se ajusté a 31,25 ua/ml (o aproximadamente 0,7 mg/ml dependiendo de
la preparacion) mediante dilucion en PBS,s.

La dosificacién se realizé de acuerdo con las unidades de actividad (ua) por kg de peso del animal para tener en
cuenta las variaciones de la actividad especifica en las diferentes preparaciones de proteinas. La actividad especifica
de la enzima vari6 con cada preparacién proteinica, y debido a que se observé que la respuesta clinica dependia en
gran medida de la actividad especifica de la enzima, se rechazaron las preparaciones de proteinas con actividades
especificas inferiores a 40 ua/mg. Para establecer los niveles iniciales de dosificaciéon para el estudio de prueba de
concepto, los ensayos de escalado de dosis se realizaron en un nimero limitado de animales (1-2 por nivel de dosis).
Se usaron tanto la versiéon humana como la de ratén de ENPP1 en los ensayos de escalado de dosis, el estudio de
prueba de concepto se realizé con la isoforma de ratén de ENPP1-Fc (mENPP1-Fc). Se dosificaron ratones ENPP1-
asj/asj a diario en el 14.° dia de vida con inyecciones subcutdneas de mENPP1-Fc y semanalmente con inyecciones
intraperitoneales (1.P.) de GK 1,5, este ultimo afiadido para minimizar el rechazo inmunitario de la proteina
recombinante. Las dosis subcutaneas de mEnpp1-Fc a 500 ua/kg C.D. demostraron una fuerte respuesta temprana
en el peso con una ausencia de la crisis de "retraso de crecimiento" observada en los animales ENPP1-asj/asj no
dosificados.

Baséndose en los resultados de los ensayos de escalado de dosis, una cohorte de 8 animales NPP1 -asj/asj se dosificd
con mNPP1-Fc a 500 ua/kg C.D. e inyecciones semanales IP con GK1,5 (FIG. 3). Un grupo de control (NPP1-WT +
vehiculo y NPP1-asj/asj + vehiculo) se dosificd a diario con vehiculo y semanalmente con GK1,5 de forma idéntica a
la cohorte dosificada, y la duracién del estudio se acorté a 55 dias. Los 8 animales ENPP1-asj/asj tratados
sobrevivieron los 55 dias del ensayo, con una respuesta clinica espectacular observada en los tratados, mientras que
la mediana de esperanza de vida de los animales NPP1 asj/asj sin tratar disminuyé de 58 a 37 dias en el ensayo
terapéutico, quizds como resultado las inyecciones semanales IP del inmunosupresor GK1,5. Los animales ENPP1-
asj/asj sin tratar también experimentaron un retraso de crecimiento el dia 26 de crisis, caracterizado por pérdida de
peso y limitacién de la movilidad que progresa de forma variable hasta la paralisis y la muerte en los 30 dias siguientes.
Todos los animales ENPP1-asj/asj sin tratar, excepto uno, murieron a lo largo de los 55 dias del ensayo, mientras que,
por el contrario, todos los ratones ENPP1-asjfasj tratados ganaron un peso comparable al de los ratones ENPP1-WT
y ho mostraron signos de movilidad o rigidez reducidas.

Al finalizar el estudio, el 100 % de los ratones ENPP1 -asj/asj tratados con vehiculo mostraron calcificaciones en el
corazbdn, aortas y arterias coronarias, y el 77 % de los animales mostraron evidencia histolégica de infraccién
miocardica (Tabla 1). En la mayoria de los casos, esto adoptd la forma de pequefias areas de necrosis celular
miocardica y desprendimiento en las proximidades de las calcificaciones cardiacas (FIG. 3C-3D, FIG. 4C-4E), pero en
dos animales (22 %) se produjeron grandes infartos de miocardio de grosor total en la pared libre del ventriculo derecho
(FIG. 4C-4D).

La fibrosis miocéardica en el tejido miocardico adyacente a las calcificaciones de las arterias coronarias fue un hallazgo
comun (FIG. 4E), lo que ilustra que la isquemia debida a la calcificacién de las arterias coronarias probablemente sea
la causa de la enfermedad miocérdica. Por el contrario, ninguno de los animales ENPP1-asj/asj tratados con ENPP1-
Fc mostré signos cardiacos, arteriales o calcificacion aértica en la histologia o micro-TC postmortem (Tabla 1 y FIG.
3Dy 4D).

Ademas de la supervivencia, los pesos diarios de los animales y la histologia terminal, también se evalué la respuesta
al tratamiento mediante exploraciones de micro-TC de alta resolucién postmortem para obtener imagenes de las
calcificaciones vasculares, concentraciones plasmaticas de [PPi] y captacién de Tc99 PPi (**"PYP) (FIG. 5 y Tabla 1).
La respuesta bioquimica y fisiolégica fue completa segin se midié6 mediante todos estos parametros. En ninguno de
los animales WT o ENPP1-asj/asj tratados se observaron calcificaciones vasculares mediante micro-TC, a diferencia
de las calcificaciones drasticas observadas en las aortas, las arterias coronarias y los corazones de la cohorte de
ENPP1-asj/asj sin tratar (FIG. 5 A.). Ademas, las concentraciones séricas de PPi de los animales ENPP1-asj/asj
tratados se elevaron por encima de las de los animales WT (aproximadamente 30 uM en los ENPP1-asj/asj tratados
frente a aproximadamente 10 uM en los WT), y muy por encima de los niveles de los ENPP1-asj/asj sin tratar (<
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0,5 M) (FIG. 5B). Ademas, las concentraciones séricas de PPi de los animales ENPP1-asjfasj tratados
(aproximadamente 30 pM) se elevaron muy por encima de los niveles de ENPP1-asj/asj sin tratar (< 0,5 uM), y por
encima de los de los animales WT (aproximadamente 10 uM) (FIG. 5B).

Se us6 ®"PYP, un agente de formacion de imagenes normalmente empleado en la formacion de imagenes cardiacas
y el remodelado 6seo, como marcador de la respuesta al tratamiento porque cabria esperar que la captacion de ®m™PYP
en animales que carecen de ENPP1 funcional aumentara, ya que se esperaria que tuvieran menos [PPi] plasmatico y
méas sitios de unién de PPi "abiertos" en los sitios de mineralizacién ectépica.

Para someter a ensayo esta hipotesis, se realizaron la formacion de imagenes de ®™PYP jn vivo semanalmente en
animales ENPP1-WT y ENPP1-asj/asj sin dosificar para detectar diferencias en la captacion de PYP entre los pares
de hermanos (FIG. 5C-5D). El andlisis de la captacién de ®™PYP se limit6 a la cabeza, que se compone tanto de
hueso encondral (craneo) como de tejido blando (vibrisas), que son lugares conocidos de calcificaciéon ectépica en
modelos de ratdn de esta CAGI. Ademés, el analisis se limit6 a la cabeza para simplificar la recogida de datos, ya que
la cabeza no se solapa con 6rganos internos que muestren una captacién transitoria de ®™PYP (tales como la vejiga,
el corazbn y el diafragma) durante la rotacién de 180° de la cAmara que se produce durante la recogida de datos.

Las formaciones de iméagenes en serie semanales de animales ENPP1-WT y ENPP1-asj/asj sin tratar demostraron
que el porcentaje de captacion de la dosis inyectada de ®®™PYP en los craneos era mayor en los animales ENPP1-
asj/asj que en los ENPP1-WT y que los cambios en la captacion de ®™PYP dentro de los grupos experimentales no
variaron significativamente a lo largo del estudio (FIG. 5C-5D). La captacién de ®™PYP en animales ENPP1 -asj/as;j
tratados y sin tratar se comparé en dos momentos: los dias 30-35 y al final del estudio (dias 50-65). La comparacion
de estos grupos experimentales demuestra que el tratamiento con ENPP1-Fc devolvio la captacién de ®™PYP en
ratones CAGI a los niveles WT (FIG. 5E-5F), lo que sugiere que el tratamiento con ENPP1-Fc es capaz de anular la
mineralizacién tisular y craneal desregulada en ratones ENPP1-asj/asj saturando los sitios de unién de PPi abiertos
con PPi "frio", que presumiblemente tiene su origen en el aumento de las concentraciones plasmaticas de PPi
inducidas por el agente terapéutico.

Tabla 1: Patologia Cardiovascular, Estudio de prueba de concepto

WT+Vehiculo asj/asj+vehiculo asj/asj+tmENPP1-Fc
Calcificaciones del corazén 0/0 55 %/100 % 0/0
(TC/Histologia)
Calcificaciones de la aorta 0/0 66 %/100 % 0/0
(TC/Histologia)
Calcificaciones en arterias 0/0 43 %/100 % 0/0
coronarias (TC/histologia)
% de infarto de miocardio 0/0 77 % 0
(Histologia)
Tabla 2: Patologia Cardiovascular, Estudio de historia natural
WT asj/asj

% de calcificaciones en el 0/0 37 %/100 %

corazdn (TC/histologia)

Calcificaciones en la aorta 0/0 62 %/100 %

(TC/histologia)

Calcificaciones en arterias 0/0 100 %

coronarias (Histologia)

% de infarto de miocardio 0 70 %

(Histologia)

Ejemplo 3: Expresion de la proteina de fusién de albimina

La albumina sérica humana (HSA), una proteina de 585 aminoéacidos, es responsable de una proporcién importante
de la presidn osmética del suero y también actlia como portador de ligandos endégenos y exégenos. En la actualidad,
la HSA para uso clinico se produce por extracciéon de sangre humana. La produccién de HSA recombinante (rHSA) en
microorganismos se ha divulgado en los documentos EP 0 330 451 y EP 0 361 991.

La funcién de la albimina como molécula portadora y su naturaleza inerte son propiedades deseables para su uso
como estabilizador y transportador de polipéptidos. El uso de la albumina como componente de una proteina de fusién
para estabilizar otras proteinas se ha divulgado en los documentos WO 93/15199, WO 93/15200 y EP 0 413 622.
También se ha divulgado el uso de fragmentos N-terminales de HSA para fusiones a polipéptidos (documento EP 0
399 666). La fusién con el polipéptido se consigue mediante manipulacién genética, de manera que el ADN que codifica
la HSA, o un fragmento del mismo, se une al ADN que codifica el polipéptido. Después, un hospedador adecuado se
transforma o transfecta con las secuencias de nucleétidos fusionadas, dispuestas en un plasmido adecuado para
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expresar un polipéptido de fusién. Nomura, et al., 1995, Biosci. Biotechnol. Biochem. 59(3): 532-4 intentaron expresar
la apolipoproteina E humana en S. cerevisae como proteina de fusién con HSA o fragmentos de HSA, usando la
presecuencia de HSA para dirigir la secrecién. Mientras que la fusién con HSA de longitud completa dio como resultado
la secrecién de niveles bajos de la proteina en el medio (rendimiento méaximo de 6,3 mg por litro), la fusién con HSA
(1-198) o0 HSA (1-390) no dio como resultado la secrecidén en el medio.

La albumina sérica humana puede ser una variante de la HSA normal (denominada en lo sucesivo "HSA"). Como se
usan en el presente documento, las "variantes" incluyen inserciones, supresiones y sustituciones, conservadoras o no
conservadoras, cuando dichos cambios no alteran sustancialmente una o mas de las propiedades oncéticas, de unién
a ligandos utiles y no inmunogénicas de la albumina. En particular, "variantes" incluye variantes polimérficas de origen
natural de la albumina humana y fragmentos de albimina humana, por ejemplo, aquellos fragmentos divulgados en el
documento EP 0 322 094 (en concreto, HA (1-n), donde n es de 369 a 419). La albumina o la hormona del crecimiento
(GH) pueden proceder de cualquier vertebrado, especialmente cualquier mamifero, por ejemplo, ser humano, vaca,
oveja, cerdo, gallina o salmdn. Las partes de albamina y GH de la fusién pueden proceder de distintos animales.

Por "sustituciones conservadoras" se entiende intercambios dentro de grupos tales como Gly/Ala; Val/lle/Leu; Asp/Glu;
Asn/Gln; Ser/Thr; Lys/Arg; y Phe/Tyr. La variante tiene por lo general al menos un 75 % (tal como al menos un 80 %,
90 %, 95 % 0 99 %) de identidad de secuencia con una longitud de HSA normal que tenga la misma longitud que la
variante y que sea mas idéntica a ésta que cualquier otra longitud de HSA normal, una vez que se permitieron las
supresiones e inserciones habituales en esta técnica. En general, una variante de HSA tiene una longitud minima de
100 aminoéacidos, en algunos aspectos de la divulgacién al menos 150 aminoacidos de longitud. La variante de HSA
puede consistir en o consistir en al menos un dominio completo de HSA, por ejemplo, los dominios 1 (1-194), 2 (195-
387), 3 (388-585), 1+2 (1-387), 2+3 (195-585) 0 1+3 (1-194,+388-585). Cada dominio se compone a su vez de dos
subdominios homélogos, en concreto, 1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-585, con regiones
enlazadoras flexibles entre subdominios que comprenden los restos Lysl06 a Glul99, Glu292 a Val315 y Glu492 a
Ala511. En algunos aspectos de la divulgacién, la parte de HSA de la fusién de NPP1 comprende al menos un
subdominio o dominio de HA o modificaciones conservadoras de los mismos.

Se conocen muchos sistemas de expresién, incluyendo bacterias (por ejemplo, E. coli y Bacillus subtilis), levaduras
(por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveronmyces lactis y Pichia pastoris), hongos filamentosos (por ejemplo,
Aspergillus), células vegetales, células animales y células de insectos.

La proteina deseada puede producirse de forma convencional, por ejemplo, a partir de una secuencia codificante
insertada en el cromosoma hospedador o en un plasmido libre.

Las levaduras pueden transformarse con una secuencia codificante para la proteina deseada de cualquiera de las
formas habituales, por ejemplo, electroporacién. Se divulgan métodos de transformacién de levaduras por
electroporacion en Becker y Guarente, 1990, Methods Enzymol. 194:182. Las células transformadas con éxito, es
decir, las células que contienen una construccién de ADN de la presente invencion, pueden identificarse mediante
técnicas bien conocidas. Por ejemplo, las células resultantes de la introduccién de una construccién de expresion
pueden cultivarse para producir el polipéptido deseado. Las células pueden recogerse y lisadas y su contenido de
ADN puede examinarse para determinar para la presencia del ADN usando un método, tal como el descrito por
Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98:503 y/o Berent, et al.,, 1985, Biotech 3:208. Como alternativa, la presencia de la
proteina en el sobrenadante puede detectarse usando anticuerpos.

Los vectores plasmidicos de levadura Utiles incluyen pRS403-406 y pRS413-416, que generalmente estan disponibles
en Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, EE.UU. Los pldsmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son
plasmidos integradores de levadura (Yip) e incorporan los marcadores seleccionables de levadura HIS3, TRP1, LEU2
y URAS. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos de centrémero de levadura (YCp).

Se ha desarrollado una diversidad de métodos para unir operativamente el ADN a los vectores mediante extremos
cohesivos complementarios. Por ejemplo, pueden afiadirse tractos homopoliméricos complementarios al segmento de
ADN que se ha de insertar en el ADN vectorial. Después, el vector y el segmento de ADN se unen mediante enlaces
de hidrégeno entre las colas homopoliméricas complementarias para formar moléculas de ADN recombinante.

Los enlazadores sintéticos que contienen uno o mas sitios de restriccién proporcionan un método alternativo para unir
el segmento de ADN a los vectores. El segmento de ADN, generado mediante digestién de restriccién por
endonucleasas, se trata con ADN polimerasa del bacteriéfago T4 o ADN polimerasa | de E. coli, que son enzimas que
eliminan las protuberancias, extremos 3' monocatenarios con sus actividades 3-5'-exonucleoliticas, y rellenan los
extremos 3' rebajados con sus actividades polimerizadoras.

Por lo tanto, la combinacién de estas actividades genera segmentos de ADN romos. Después, los segmentos romos
se incuban con un gran exceso molar de moléculas enlazadoras en presencia de una enzima capaz de catalizar la
ligadura de moléculas de ADN romas, tal como la ADN ligasa del bacteriéfago T4. Por lo tanto, los productos de la
reaccion son segmentos de ADN que llevan secuencias enlazadoras poliméricas en sus extremos. Estos segmentos
de ADN se escinden después con la enzima de restriccidn adecuada y se ligan a un vector de expresién que se ha
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escindido con una enzima que produce extremos compatibles con los del segmento de ADN.

Existen enlazadores sintéticos que contienen una diversidad de sitios de endonucleasas de restricciéon disponibles en
el mercado en diversas fuentes, incluyendo International Biotechnologies Inc, New Haven, CT, EE.UU.

Una forma deseable de modificar el ADN de acuerdo con la invencién, si, por ejemplo, se han de preparar variantes
de HA, es usar la reaccién en cadena de la polimerasa como divulgé Saiki, et al., 1988, Science 239:487-491. En este
método, el ADN que ha de amplificarse enzimaticamente esté flanqueado por dos cebadores oligonucleotidicos
especificos que se incorporan al ADN amplificado. Los cebadores especificos pueden contener sitios de
reconocimiento de endonucleasas de restriccién que pueden usarse para clonar en vectores de expresién usando
métodos conocidos en la técnica.

Disefio de ENPP1-ALB:

NPP1 modificada humana y de ratén (Humana: Registro del NCBI NP_006199; Ratén: Registro del NCBI NP_03839)
modificada para expresar proteina recombinante soluble, se fusiona con albimina sérica humana (HSA) mediante
subclonacién en plasmidos pFUSE (InvivoGen, San Diego CA), respectivamente.

Produccioén de proteinas:

Matraces agitadores: Se establecen transfecciones estables del ENPP1-ALB en células HEK293 con seleccién con
zeocina, y se pueden adaptar células HEK293 adherentes para su crecimiento en suspension. Las células adaptadas
se usan para sembrar cultivos liquidos en medio FreeStyle (Gibco N.° 12338-018) en matraces agitadores a 37 °C y
5 % de COy, agitado a 120 rpm con alta humedad. El cultivo se amplia gradualmente hasta alcanzar el volumen diana
deseado y después se mantiene durante otros 12 dias para acumular proteinas extracelulares. Durante la fase de
mantenimiento, los cultivos se complementan con CD EfficientFeed C AGT (Gibco N.° A13275-05) para aumentar la
produccién de proteinas.

Biorreactor. Las células se propagan en un biorreactor de 10 litros equipado con oxigeno disuelto y control de pH. El
oxigeno disuelto se mantiene al 40 % de saturacidén de aire suministrando al cultivo una mezcla de aire y oxigeno no
superior a 3 litros por minuto a una velocidad de agitacién de 80 RPM. El pH se controla a 7,4 inyectando CO, cuando
el pH es superior a 7,4. El crecimiento del cultivo se sige midiendo el nimero de células, la viabilidad celular, las
concentraciones de glucosa y lactato.

Purificacién de proteinas:

Los cultivos liquidos se centrifugan a 4300 x g durante 15 min y los sobrenadantes se filtran a través de una membrana
de 0,2 umy se concentran mediante flujo tangencial usando un casete Pellicon®3 0,11 m2 Ultracell® 30 kD (Millipore,
Billerica MA). El sobrenadante concentrado se carga en una columna de proteina-AG y puede eluirse con un tampén
que comprende citrato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM, ZnCl, 3 mM, CaCl, 3 mM, pH=3,5. Las fracciones que
contienen actividad enzimética se agrupan y se dializan con tampén IX PBS pH 7,4, ZnCl> 11 uM, CaCl, 20 pM,
después se concentran a 6 mg/ml, se distribuyen en pequefias alicuotas y se almacenan a -80 °C.

Las muestras de proteinas resultantes se someten a ensayo con el kit de cuantificacién de endotoxinas Pierce LAL
Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (cat. 88282) para verificar que todas estén exentas de endotoxinas.

Enzimologia

La proteina de fusibn NPP1-albumina después de la purificacion se caracteriza siguiendo los protocolos
experimentales analizados en los Ejemplos 1y 2, descritos en otra parte del presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) soluble de férmula:
PROTEINA-Z-DOMINIO,
en donde
la PROTEINA comprende el dominio enziméatico NPP1 de una proteina NPP1 humana, en donde la proteina NPP1
humana comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 ausente en los dominios citosélico
y transmembrana;
en donde el DOMINIO comprende el dominio Fc de la IgG1 humana,;
en donde Z es la secuencia de aminoacidos LIN; y
el polipéptido carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde PROTEINA-Z-DOMINIO comprende:
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 que comienza con FTAGLKPSCAKE como se indica por ** en
la SEQ ID NO: 16 donde F es el resto nimero 93, o
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18 que comienza con GLKPSCAKE como se indica por el doble
subrayado en la SEQ ID NO: 18 donde G es el resto nimero 23, o
la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 20 que comienza con PSCAKE como se indica por el doble
subrayado en la SEQ ID NO: 20 donde P es el resto numero 23.

3. Una composicion que comprende un polipéptido de fusién ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) -fc
de IgG1 soluble que comprende:
NPP1-LIN-Fc soluble como se expone en la SEQ ID NO: 16, donde la escisién en la posicién indicada ** con
respecto a la SEQ ID NO: 16 identifica el extremo N del polipéptido de fusién; o
NPP1-LIN-Fc¢ soluble como se expone en la SEQ ID NO: 18, donde la secuencia lider identificada como restos 1-
MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 18 esta ausente; o
NPP1-LIN-Fc soluble como se expone en la SEQ ID NO: 20, donde la secuencia lider identificada como 1-
MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 20 esta ausente;
y en donde el polipéptido de fusién NPP1-Fc carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.

4. Una composicién que comprende células de mamifero transfectadas de forma estable que comprenden una
secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Una composicién que comprende células de mamifero transfectadas de forma estable que comprenden una
secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de fusion ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) -Fc
de formula:
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO: 16 y expresa una forma soluble del polipéptido de fusién
que tiene un extremo N que comienza con FTAGLKPSCAKE y se genera mediante escisidén en la posicién indicada
** con respecto a la SEQ ID NO: 16, o
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO. 18 y que expresa una forma soluble del polipéptido de
fusién que tiene un extremo N que comienza con GLKPSCAKE como resultado de la escisién para eliminar la
secuencia lider identificada como 1-MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 18, o
PROTEINA-Z-DOMINIO que comprende la SEQ ID NO: 20 y expresa una forma soluble del polipéptido de fusién
que tiene un extremo N que comienza con PSCAKE como resultado de la escisién para eliminar la secuencia lider
identificada como 1-MRGPAVLLTV ALATLLAPGA GA de la SEQ ID NO: 20,
y en donde el polipéptido de fusién NPP1-Fc carece de un dominio dirigido al hueso con carga negativa.

6. La composicidn de cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en donde dichas células de mamifero son células HEK293.

7. Un método de expresiébn de un polipéptido ecto-nucleétido pirofosfato/fosfodiesterasa-1 (NPP1) soluble,
comprendiendo el método cultivar la composicién de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6 en condiciones que permiten
la expresién del polipéptido codificado por la secuencia nucleotidica.

8. El método de la reivindicacién 7, que comprende demas purificar el polipéptido del sobrenadante de las células de
mamifero cultivadas.

9. El polipéptido NPP1 soluble purificado mediante el método de la reivindicacién 8.

10. Una composiciéon farmacéutica que comprende el polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 o la reivindicacién 9 y un portador farmacéuticamente aceptable.

11. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de la
reivindicacién 10 para su uso en el tratamiento de al menos una de entre Calcificaciéon arterial generalizada de la
infancia (CAGI), Enfermedad renal crénica (ERC), Enfermedad renal terminal (ERT), Calcificacién arterial infantil
idiopatica (CAll), Osificacién del ligamento longitudinal posterior (OLLP), raquitismo hipofosfatémico, calcificaciéon de
las placas ateroescleréticas, Pseudoxantoma elastico (PXE), formas hereditarias y no hereditarias de osteoartritis,
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espondilitis anquilosante, endurecimiento de las arterias que se produce con el envejecimiento y calcifilaxis.

12. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacidén 10 para su uso en el tratamiento de la Calcificacion arterial generalizada de la infancia
(CAGI) o el Pseudoxantoma elastico (PXE).

13. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicaciéon 10 para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una mutaciéon de pérdida de
funcién en ENPP1.

14. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 9 o la composicién farmacéutica de

acuerdo con la reivindicaciéon 10 para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una mutaciéon de pérdida de
funcién en ABCCE6.
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