(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Ntmero de Publicacao: PT 2158319 E

(51) Classificagao Internacional:
C12N 15/55(2011.01) A61K 38/46 (2011.01)
A61P 19/08(2011.01) C12N 15/85(2011.01)
C12N 5/10(2011.01) C12N 9/16(2011.01)

(22) Data de pedido: 2008.05.12
(30) Prioridade(s): 2007.05.11 US 917589 P
(43) Data de publicagao do pedido: 2010.03.03

(45) Data e BPI da concesséo: 2011.12.07
046/2012

(73) Titular(es):
ENOBIA CANADA LIMITED PARTNERSHIP
2901 RACHEL STREET EAST, SUITE 23,

MONTREAL QUEBEC H1W 4A4 CA
(72) Inventor(es):

PHILIPPE CRINE CA
ISABELLE LEMIRE CA
THOMAS P. LOISEL CA
GUY BOILEAU CA
PIERRE LEONARD CA

(74) Mandatario:
MARIA SILVINA VIEIRA PEREIRA FERREIRA
RUA CASTILHO, N.2 50, 52 - ANDAR 1269-163 LISBOA PT

(54) Epigrafe: FOSFATASE ALCALINA DIRIGIDA AO 0SSO, KITS E METODOS PARA A

UTILIZACAO DA MESMA
(57) Resumo:

UMA FOSFATASE ALCALINA DIRIGIDA AO 0SSO, COMPREENDENDO UM POLIPEPTIDEO COM A
ESTRUTURA: Z-SALP-Y-SPACER-X-WN-V, EM QUE SALP E O DOMINIO EXTRACELULAR DA
FOSFATASE ALCALINA; EM QUE V ESTA AUSENTE OU E UMA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
DE PELO MENOS UM AMINOACIDO; X ESTA AUSENTE OU E UMA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
DE PELO MENOS UM AMINOACIDO; Y ESTA AUSENTE OU E UMA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
DE PELO MENOS UM AMINOACIDO; Z ESTA AUSENTE OU E UMA SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS DE PELO MENOS UM AMINOACIDO; E WN E UM POLIASPARTATO OU UM
POLIGLUTAMATO EM QUE N = 10 A 16. KITS E METODOS PARA A UTILIZACAO DA MESMA.



RESUMO

"FOSFATASE ALCALINA DIRIGIDA AO OSSO, KITS E METODOS PARA A

UTILIZAQAO DA MESMA"

Uma fosfatase alcalina dirigida ao osso,

polipeptideo com a

estrutura:

compreendendo um

Z-sALP-Y-spacer—-X-W,-V, em

que sALP é o dominio extracelular da fosfatase alcalina; em

que V estd ausente ou é uma sequéncia de aminodcidos de

pelo menos um aminoacido;

de aminoadcidos de pelo menos um aminoédcido;

ou é uma sequéncia
aminoacido; Z estéa
aminoadcidos de pelo

poliaspartato ou um poliglutamato em que n

X estd ausente ou é uma sequéncia
Y esta ausente

de aminoécidos de pelo menos um

ausente ou é uma sequéncia de

menos um aminodcido; e W, é um

10 a 16.

Kits

e métodos para a utilizacdo da mesma.
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DESCRICAO
"FOSFATASE ALCALINA DIRIGIDA AO OSSO, KITS E METODOS PARA A

UTILIZAQAO DA MESMA"

CAMPO DA INVENCAO

A presente 1nvencdo refere-se a uma fosfatase alcalina
dirigida ao osso, kits e métodos para a utilizacdo da

mesma.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Hipofosfatasia (HPP) ¢é uma forma rara, hereditaria de
raquitismo ou osteomalacia (Whyte 2001), com uma incidéncia
na ordem de 1 por 2.500 nascimentos em Menonitas Canadianos
(Greenberg, 1993) e de 1 em 100.000 nascimentos na
populacdo geral, para a forma mais grave da doenca. As
formas mais leves sdo mals prevalentes. Este Y“Yerro de
metabolismo inato” é causado por uma ou mais mutacdes com
perda de funcdo no gene (ALPL), dque codifica a isoenzima
tecidual nédo especifica da fosfatase alcalina (TNALP;
também conhecida como ALP tipo figado/osso/rim) (Weiss et
al. 1988; Henthorn et al. 1992a; Henthorn et al. 1992b;
Zurutuza et al. 1999; Milldn 1995). A caracteristica
biogquimica é a atividade anormal de ALP no SOro
(hipofosfatasemia), a qual leva a nivels elevados de trés
substratos compostos fosfo: pirofosfato inorgénico (PP;i),
fosfoetanolamina (PEA) e piridoxal b5’-fosfato (PLP) no

sangue e/ou urina (Whyte 1994).

A HPP apresenta uma gama Iimpressionante de graus de
gravidade, variando entre (mais grave para menos dJrave)

perinatal, primeira inféncia, inféncia, adulto, e formas de



odontohipofosfatasia, classificadas historicamente de
acordo com a idade no diagnéstico (Whyte 2001). Pode
verificar-se auséncia quase completa de mineralizacdo déssea
in utero com nado-morto, ou fraturas esponténeas e doenca
dentdria ocorrendo apenas na idade adulta. A hipofosfatasia
perinatal (letal) é expressa in utero e pode ser causa de
nado-morto. Alguns recém-nascidos podem sobreviver varios
dias, mas sofrem falhas respiratérias aumentadas devido a
doenca hipoplédsica e raquitica do térax. Em HPP pré-
infantil, diagnosticada antes dos 6 meses de idade, o
desenvolvimento apbds o nascimento parece normal até ao
inicio de m& alimentacdo, ganho de peso insuficiente, e
aparecimento de raquitismo. A aparéncia radioldbgica &
caracteristica e apresenta mineralizacéao esquelética
enfraquecida, por vezes com desmineralizacdo esquelética
progressiva que leva a fraturas nas costelas e deformacéo
do térax. A hipofosfatasia infantil também apresenta uma
expressao clinica muito wvariavel. Perda prematura dos
dentes deciduos resulta de aplasia, hipoplasia ou displasia
do cemento dental que liga a raiz do dente ao ligamento
periodontal. O raquitismo provoca estatura pequena e as
deformidades esqueléticas podem incluir pernas argueadas,
aumento dos punhos, joelhos e tornozelos, como resultado de
metédfise com aparéncia “flared”. A HPP do adulto apresenta-
se normalmente durante a meia-idade, embora haja
frequentemente um passado de raquitismo e/ou perda precoce
de dentes, seguida por um periodo saudavel durante a
adolescéncia e a primeira idade adulta. Fraturas de stress
do metatarso recorrentes sdo comuns e a deposicdo de
pirofosfato de célcio dihidratado leva a ataques de artrite
e artropatia por pirofosfato. A odontohipofosfatasia é
diagnosticada quando a unica anomalia clinica é doenca
dentdria e estudos radioldgicos e até biopsias désseas nao

revelam qualquer sinal de raquitismo ou osteomalacia.



As formas clinicas graves de hipofosfatasia sdo normalmente
herdadas como caracteristicas autossdédmicas recessivas, com
0os palis destes doentes a apresentarem niveis anormalmente
baixos de atividade de AP no soro (Whyte 2001). Para as
formas menos graves de hipofosfatasia, ou seja, a forma
adulta e odontohipofosfatasia, também foi documentado um
padrdo de hereditariedade autossédmico dominante (Whyte
2001) .

No esqueleto saudavel, TNALP é uma ectoenzima presente na
superficie da membrana plasmédtica de osteoblastos e
condrdédcitos, incluindo nas membranas das suas vesiculas da
matriz sujeitas a rutura (MVs) (Ali et al. 1970; Bernard
1978) em que a enzima estd particularmente enriquecida
(Morris et al. 1992). A deposicdo de hidroxiapatite durante
a mineralizacdo 6ssea inicia-se normalmente no lumen destas
MVs (Anderson et al. 2005a). Microscopia eletrbnica
demonstrou que MVs deficientes em TNALP de doentes com HPP
com sintomas graves e rato Akp27”’ (um modelo de rato
deficiente para TNALP, ver a seguir) contém cristais de
hidroxiapatite, mas essa propagacdo de cristais extra-
vesicular parece retardada (Anderson 1997; Anderson 2004).
Este defeito é atribulido a acumulacdo extracelular de PP;,
um potente inibidor de calcificacdo (Meyer 1984), devido a
deficiéncia na atividade de TNALP (Hessle et al. 2002;
Harmey et al. 2004; Harmey et al. 2006).

Quando PPi estd presente em concentracdes proéximas da
fisiolbégica, na gama de 0,01-0,1 mM, tem a capacidade de
estimular a mineralizacdo em fémures de galinha em cultura
de o6rgdos (Anderson e Reynolds 1973), e também por MVs de
ratazana isolados (Anderson et al. 2005b), ao passo que em

concentracdes acima de 1 mM, PPi inibe a formacdo mineral



de fosfato de célcio, pelo revestimento de cristais de
hidroxiapatite, 1mpedindo assim o crescimento de cristais
de mineral, e auto-nucleacdo proliferativa. Por isso, PPi
tem uma funcdo fisioldgica dupla; pode funcionar como um
promotor da mineralizacdo a Dbaixas concentracdes, mas
também como um inibidor de mineralizacdo a concentracdes
elevadas. Fol demonstrado gque TNALP hidrolisa o inibidor de
mineralizacdo PPi, para facilitar a precipitacdo mineral e
crescimento (Rezende et al. 1998). Estudos recentes usando
ratos Akp2#7 indicaram que a principal funcdo de TNALP in
vivo é restringir o tamanho do conjunto extracelular de
PPi, para permitir mineralizacdo esquelética apropriada

(Hessle et al. 2002; Harmey et al. 2004).

A gravidade da hipofosfatasia é wvaridvel e modulada pela
natureza da mutacdo em TNALP. Observou-se qgque todas as
mutacdes missense na proximidade do local ativo da enzima,
interface homodimero, dominio coroa, braco da extremidade
amino e local de 1ligacdo de calcio, afetam a atividade
catalitica de TNALP (Zurutuza et al. 1999). Adicionalmente,
observou-se que outras mutacdes missense, nonsense,
frameshift e de alteracdo do local de splicing levam a
proteinas mutantes aberrantes, ou defeitos de transporte
intracelular que levam a atividade deficiente na superficie
da célula. A variedade de mutacdes e o fato de a
heterozigotia composta ser uma ocorréncia comum em
hipofosfatasia, também explicam a variedade na expressao e
a penetréncia incompleta frequentemente observadas nesta

doenca (Whyte 2001).

O progresso na forma humana da doenca beneficia muito da
existéncia do modelo animal de rato deficiente para TNALP
(Akp2#7). Estes ratos Akp2#’ representam a HPP pré-infantil

notavelmente bem, uma vez que eles nascem com um esqueleto



com mineralizacdo normal, mas desenvolvem ragquitismo
aparente radiograficamente com cerca de 6 dias de idade, e
morrem entre os dias 12-16, sofrendo de hipomineralizacéo
esquelética severa e episddios de apneia e convulsdes
epiléticas, atribuidas a alteracdes no metabolismo de PLP
(vitamina B6) (Waymire et al. 1995; Narisawa et al. 1997;
Fedde et al. 1999; Narisawa et al. 2001).

Demonstrou-se que algumas mutacdes no local ativo de TNALP
afetam de forma diferente a capacidade da enzima para
metabolizar PPi ou PLP (Di Mauro et al. 2002). PLP e PPi
sdo ambos substratos naturais confirmados de TINALP e
anomalias no metabolismo de PLP explicam as convulsdes
epiléticas observadas nos ratos .Akp27#' (Waymire et al.
1995; Narisawa et al. 2001), ao passo dgue anomalias no
metabolismo de PPi explicam o fendtipo esquelético neste
modelo de hipofosfatasia em ratos (Hessle et al. 2002;
Anderson et al. 2004; Harmey et al. 2004; Harmey et al.
2006; Anderson et al. 200ba).

Nido existe nenhuma terapia médica estabelecida para HPP.
Relatdérios de casos de terapia de substituicdo enziméatica
(E.R.T.) usando infusdes intravenosas (i.v.) de plasma rico
em TNALP de doentes com doenca de Paget do osso e ALP de
placenta purificada, descrevem o 1insucesso da recuperacao
de criancas afetadas (Whyte et al 1982; Whyte et al 1984).
Num outro estudo semelhante, Weninger et al. (Weninger et
al. 1989) tentou ERT num menino gue nasceu prematuramente
com hipofosfatasia, severamente afetado, por infusdes de
TNALP de figado humano purificado. O tratamento (1,2
IU/kg/min) comecou com a idade de trés semanas e foi
repetido em intervalos semanais até as 10 semanas de idade,
quando a crianca morreu. Amostras de TNALP foram diluidas

com 10 mL de solucdo salina fisioldédgica e administrados por



infusdo ao longo de 30 minutos, via um cateter umbilical
arterial. N&o foram observados qualsquer efeitos
secunddrios téxicos ou alérgicos. A atividade de TNALP no
soro aumentou de 3 IU/L antes do tratamento para um nivel
maximo de 195 IU/L com um tempo de semivida entre 37 e 62
horas. Estudos radiograficos sequenciais ndo mostraram,
contudo, melhoria na mineralizacdo &6ssea (Weninger et al.

1989) .

Parece que a atividade de ALP tem de ser aumentada ndo na
circulacdo, mas no proprio esqueleto. Esta hipbtese &
suportada por respostas aparentemente benéficas de duas
meninas com HPP pré-infantil, seguido de transplante de
medula, em que as células contendo TNALP foram introduzidas
em todo o esqueleto (Whyte et al. 2003). Assim, parece
haver uma necessidade de fornecer TNALP ativo ao esqueleto
destes doentes. Estudos recentes indicaram que as
sequéncias de poliaspartato conferem propriedades de
localizacdo no osso a TNALP recombinante (WO 2005/103263
por Crine et al.; Nishioka et al. 2006). A WO 2005/103263
divulga agentes terapéuticos que incluem sALP ligada a D10

e a sua utilizacdo em substituicdo enzimé&tica em HPP.

Umn estudo recente mostrou que a forma mutante de TNALP
R450C (embora Nasu et al. se refira a uma mutacdo R433C, a
sua numeracdo aplica-se a forma madura da proteina e ndo a
uma compreendendo o péptido de sinalizacdo), produz uma
proteina com uma estrutura ligada por uma ponte dissulfito
entre os residuos <cisteina na posicdo 450 de <cada
subunidade, o que 1inibiu fortemente a sua atividade de
fosfatase alcalina. Nasu et al. conclui gque a perda de
funcdo resulta da ponte dissulfito intercadeia, e & a base
molecular da hipofosfatasia letal associada a R450C (Nasu

et al. 2000).



A presente descricdo refere-se a um numerco de documentos, ©
conteudo dos quais é aqui incorporado por referéncia na sua

totalidade.

SUMARIO DA INVENCAO

Dadas as limitacdes correntes na gestéo clinica e
tratamento de doentes com HPP, era necessario um tratamento
alternativo e eficiente. Assim, a presente invencdo fornece
uma terapia de substituicdo enzimatica eficaz para o

tratamento de HPP.

Tanto quanto o requerente sabe, e por oposicdo a esforcos
anteriores de terapia de substituicdo enzimdtica, nos quais
ratos deficientes para TNALP ou criancas com HPP, nos quais
TNALP ou outras isocenzimas ALP foram administradas por via
intravenosa, a presente invencdo marca a primeira vez em
que foi documentada a resolucdo gquase completa de
alteracdes clinicas radiograficas e alteracdes biogquimicas

apenas com substituicdo enziméatica.

sALP dirigida ao osso

A composicdo dirigida ao osso da presente invencéo
compreende uma proteina de fusdo incluindo, na ordem da
extremidade amino para a extremidade carboxilica, uma sALP,
um spacer, e um péptido para localizacdo no osso carregado
negativamente, em que o spacer compreende uma regido de
fragmento cristalizével (Fc) e o péptido é um poliaspartato
ou poliglutamato Wn, em que n = 10-16, e em que sA ALP
consiste nos residuos de aminodcidos 18-502 da Seq ID No.
8.



Existem quatro isoenzimas conhecidas de ALP, nomeadamente a
fosfatase alcalina tecidual ndo especifica descrita a
seguir em maior detalhe, fosfatase alcalina da placenta

(PALP) (por exemplo, [NP 112603], [NP 001623]), fosfatase

alcalina das células germinativas (GCALP) (por exemplo,
[P1D696]), e fosfatase alcalina intestinal (por exemplo,
[NP_001622]). Estas enzimas possuem estruturas

tridimensionais muito semelhantes. Cada um dos seus locais
cataliticos contém quatro dominios de ligacdo a metal para
ides metédlicos necessarios a atividade enzimatica,
incluindo dois Zn e um Mg. Estas enzimas catalisam a
hidr6lise de monoésteres de &acido fosfédrico e também
catalisam uma reacdo de trans-fosforilacdo na presenca de
concentracdes elevadas de aceitadores de fosfato. Foi
demonstrado em particular que PALP é fisiologicamente ativa
contra a fosfoetanolamina (PEA), pirofosfato 1inorgénico
(PP1) e piridoxal 5"-fosfato (PLP), sendo 0S8 trés
substratos naturais conhecidos para TNALP (Whyte, 1995). Um
alinhamento entre estas isocenzimas é apresentado na Figura

30.

TNALP

Tal como indicado anteriormente, TNALP ¢é uma proteina
ligada a membrana ancorada através de um glicolipido na sua
extremidade C-terminal (Swiss Prot, P05186). Esta ancora de
glicolipido (GPI) é adicionada apbds a translacao, depois da
remocdo de uma extremidade C-terminal hidrofébica, a qual
serve como ancora de membrana temporadria e como sinal para
a adicdo de GPI. Assim, a TNALP humana soluvel usada em
todos os Exemplos seguintes é constituida por uma TNALP em
que o primeiro aminodcido da sequéncia hidrofébica da
extremidade C-terminal, nomeadamente alanina, é substituido

por um coddo stop. Esta TNALP soluvel (aquili denominada



sTNALP) assim formada contém todos os aminodcidos da forma
nativa ancorada de TNALP necessaria para a formacdo do
local catalitico, mas ndo tem a &ancora de membrana GPI.
TNALP, conhecidas incluem a TNALP humana [NP 000409,
AAT10910, AAHO90861, AAH66116, AAH21289, AAI26166]; TNALP
rhesus [XP-001109717], TNALP de ratazana [NP_037191]; TNALP
de cao [AAF64516], TNALP de porco [AAN64273]; TNALP de rato
[NP_031457], TNALP bovina [NP 789828, NP 776412, AAI18209,
AAC33858] e TNALP de gato [NP 001036028].

A composicdo dirigida ao osso divulgada incluil sequéncias
que satisfazem uma sequéncia consenso derivada do dominio
extracelular de ALP de isoenzimas ALP humanas, e de TNALPs
funcionais conhecidas (humana, rato, ratazana, bovina, gato
e cdo). Tal como agqui wutilizado, pretende-se dque a
terminologia “dominio extracelular” se refira a qualquer
porcdo extracelular da proteina nativa (ou seja, sem o
péptido de sinalizacédo). Fol demonstrado que as sTNALPs

recombinantes que retém os aminoacidos originais de 1 a 501

(18 a 501 quando secretada) (ver Oda et al., J. Biochem
126: 694-699, 1999), aminoédcidos 1 a 504 (18 a 504 guando
secretada) (Patente US 6,905,689 por Bernd et al.) e
aminoacidos 1 a 505 (18-505 quando secretada) (US

2007/0081984 por Tomatsu et al.), sdo enzimaticamente
ativas. 0Os Exemplos aqui apresentados também mostram que
uma sTNALP recombinante retendo os aminoacidos 1 a 502 (18
a 502 guando secretada) (Figura 3) da TNALP original, &
enzimaticamente ativa. 1Isto 1indica gque os residuos de
aminodcidos podem ser removidos da extremidade C-terminal
da proteina nativa, sem afetar a sua atividade enzimética.
De acordo com a presente invencdo, a fosfatase alcalina
dirigida ao osso compreende uma sALP, em que sALP consiste

nos residuos de aminoacidos 18-502 da Seq ID No. 8.
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A Tabela 1 a seguir fornece uma lista de 194 mutacdes que
se sabe que causam HPP. E divulgado que nos polipéptidos
dirigidos ao osso da presente invencdo, a sequéncia de ALP

ndo inclui nenhuma destas mutacdes.

Assim, nas sALPs divulgadas, usando a numeracdo de uma
sequéncia consenso derivada de um alinhamento de varias
TNALPs e de isoenzimas ALP humanas, o0 aminodcido na posicéo
22 nado é um residuo de fenilalanina; o aminoacido na
posicdo 33 (posicdo 11 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo & um residuo de cisteina; o aminoacido na
posicdo 38 (posicdo 16 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de valina; o aminodcido na
posicdo 42 (posicdo 20 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo €& um residuo de prolina; o aminodcido na
posicdao 45 (posicdo 23 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de valina; o aminodcido na
posicdo 56 (posicdo 34 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de serina ou um residuo de
valina; o aminodcido na posicdo 67 (posicdo 45 na sequéncia
sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de leucina,
isoleucina ou valina; o aminodcido na posicdo 68 (posicéo
46 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de valina; o aminodcido na posicdo 73 (posicdo 51
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de metionina; o aminodcido na posicdo 76 (posicdo 54 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
cisteina, serina, prolina ou histidina; o aminocdcido na
posicdo 77 (posicdo 55 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de treonina; o aminoadcido na
posicdo 80 (posicdo 58 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o aminodcido na
posicdo 81 (posicdo 59 na sequéncia sem o péptido de

sinalizacdo) ndo é um residuo de asparagina; o aminoacido



na posicdo 105

sinalizacéo)
posicdo 113
sinalizacéo)
posicdo 116
sinalizacdo)
posicdo 117
sinalizacédo)
posicdo 119
sinalizacédo)
posicdo 121

sinalizacédo)

aminoadcido na posicédo 125

péptido de
aminoacido
péptido de
aminoacido
péptido de
aminoacido
péptido de
aminoacido
péptido de

valina; o

sequéncia sem o péptido de

histidina

sinalizacdo)
na posicado 128
sinalizacéo)
na posicado 133
sinalizacéo)
na posicédo 134
sinalizacdo)
na posicédo 137
sinalizacdo)

aminoéacido

ou

ndo é um residuo de metionina;

(posicdo 89 na sequéncia

ndao é um residuo de leucina;
(posicdo 94 na sequéncia
ndo & um residuo de treonina;
(posicdo 95 na sequéncia
residuo de serina;

97 na

ndo é um
(posicéo sequéncia
ndo é um residuo de glicina;

(posicdo 99 na sequéncia

ndo é um residuo de serina
(posicdo 103 na
ndo é um residuo
(posicdo 106 na
ndo é um residuo
(posicdo 111 na
ndo é um residuo
(posicédo 112 na
ndo é um residuo
(posicédo 115 na
ndo é um residuo
na posicdo 139
sinalizacédo)

asparagina; o aminoacido

sem

sem

(posicéo

na

(posicdo 83 na sequéncia sem o péptido

o0 aminoécido

sem o péptido

o aminoacido

sem o péptido

o0 aminoécido

o péptido

o aminoéacido

o péptido

o aminoéacido

sem o péptido

11

de
na
de
na
de
na
de
na
de
na

de

ou treonina; o

sequéncia sem o

de arginina; o

sequéncia sem o

de aspartato; o

sequéncia sem o

de metionina; o

sequéncia sem O

de arginina; o

sequéncia sem O

de treonina

117

posicéo

(posicdo 119 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo)

¢ um residuo de histidina;

o aminoacido

na posicéo

(posicdo 131 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo)

¢ um residuo de

posicdo 167

sinalizacédo)

aminoacido na posicdo 172
péptido de sinalizacao)

aminodcido na posicdo 175

alanina ou isoleucina;

ou

na

ndo é um residuo de

141
nao
153

nao

o aminoacido na

(posicdo 145 na sequéncia sem o péptido de

ndo ¢é um residuo de

serina

ou valina;

O

(posicdo 150 na sequéncia sem o
ndo é um residuo de metionina; o

(posicdo 153 na sequéncia sem o
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péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de aspartato; o
aminoacido na posicdo 176 (posicdo 154 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de tirosina ou
arginina; o aminodcido na posicdo 181 (posicdo 159 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é& um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 182 (posicdo 160 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 184 (posicdo 162 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 186 (posicdo 164 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
leucina; o aminodcido na posicdo 189 (posicdo 167 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
triptofano; o aminodcido na posicdo 194 (posicdo 172 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
glutamato; o aminocdcido na posicdo 196 (posicdo 174 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
lisina ou glicina; o aminocacido na posicdo 197 (posicado 175
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de treonina; o amincadcido na posicdo 198 (posicdo 176 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
alanina; o aminodcido na posicdo 206 (posicdo 184 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
tirosina; o aminodcido na posicdo 208 (posicdo 186 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
glutamato; o aminocadcido na posicdo 207 (posicdo 190 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
prolina; o aminodcido na posicdo 216 (posicdo 194 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
aspartato; o aminocdcido na posicdo 217 (posicdo 195 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
fenilalanina; o aminoadcido na posicdo 223 (posicdo 201 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de

treonina; o aminodcido na posicdo 225 (posicdo 203 na
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sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
valina ou alanina; o aminoacido na posicdo 226 (posicdo 204
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de valina; o aminoacido na posicdo 228 (posicdo 206 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é& um residuo de
triptofano ou glutamina; o aminodcido na posicdo 229
(posicdo 207 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néao
¢ um residuo de glutamato; o aminodcido na posicdo 231
(posicdo 209 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de treonina; o aminodcido na posicdo 240
(posicdo 218 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de glicina; o aminodcido na posicao 251
(posicdo 229 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de serina; o aminodcido na posicdo 254
(posicdo 232 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de valina; o aminoadcido na posicdo 269
(posicdo 247 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de arginina; o aminoacido na posicdo 277
(posicdo 255 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de <cisteina, leucina ou histidina; o)
aminodcido na posicdo 280 (posicdo 258 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de prolina; o
aminodcido na posicdo 295 (posicdo 237 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de fenilalanina; o
aminoacido na posicdo 297 (posicdo 275 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina; o
aminodcido na posicdo 298 (posicdo 276 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de treonina; o
aminodcido na posicdo 300 (posicdo 278 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de tirosina ou
alanina; o aminodcido na posicdo 301 (posicdo 279 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
valina, treonina ou isoleucina; o aminoacido na posicdo 303

(posicdo 281 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo



14

¢ um residuo de aspartato; o aminodcido na posicdo 304
(posicdo 282 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de lisina; o aminoacido na posicdo 305
(posicdo 283 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de prolina; o aminocdcido na posicao 312
(posicdo 290 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de wvalina; o aminodcido na posicédo 313
(posicdo 291 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de serina ou leucina; o aminoacido na posicéo
317 (posicdo 295 na sequéncia sem o péptido de sinalizacéo)
ndo é um residuo de lisina; o aminoacido na posicdo 332
(posicdo 310 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de arginina; o aminoadcido na posicdo 333
(posicdo 311 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néao
& um residuo de cisteina, glicina ou leucina; o aminoéacido
na posicdo 334 (posicdo 312 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo €& um residuo de leucina; o aminodcido na
posicdo 340 (posicdo 318 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacédo) ndo é um residuo de aspartato; o aminoadcido na
posicdo 345 (posicdo 323 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de arginina ou glutamato; o
aminodcido na posicdo 354 (posicdo 332 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de treonina; o
aminodcido na posicdo 360 (posicdo 338 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de aspartato; o
aminodcido na posicdo 361 (posicdo 339 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de treonina ou
isoleucina; o aminoédcido na posicdo 377 (posicdo 355 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
leucina; o aminodcido na posicdo 380 (posicdo 358 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
metionina; o© aminoadcido na posicdo 383 (posicdo 361 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de

valina; o aminoadcido na posicdo 384 (posicdo 362 na
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ndo é um residuo de

365

sequéncia sem o péptido de sinalizacédo)

aminoacido posicdo 387 (posicéo na

de

valina; o) na
ndo é um residuo

366

sem o péptido de sinalizacdo)
388

sequéncia

aminoéacido (posicéo na

de

arginina; o na posicao
ndo é um residuo

373

de sinalizacédo)
395

sequéncia sem o péptido

aminoacido na

de

leucina; o na posicéo (posicéo

ndo é um residuo

375

de sinalizacédo)
397

sequéncia sem o péptido

aminoadcido na posicédo (posicéao na

de

leucina; o

sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo

cisteina ou histidina; o aminodcido na posicdo 398 (posicéo

376 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um

residuo de alanina; o aminodcido na posicdo 401 (posicéo
379 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de treonina; o aminocdcido na posicdo 405 (posicédo
383 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de serina ou valina; o aminodcido na posicdo 406
(posicdo 384 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de leucina; o aminocadcido na posicdo 412
(posicdo 390 na sequéncia sem o péptido de sinalizacé&o) néao
¢ um residuo de glicina; o aminocadcido na posicdo 416
(posicdo 394 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de leucina; o aminoadcido na posicédo 417
(posicdo 395 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de alanina; o amincadcido na posicdo 420
(posicdo 398 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de metionina; o aminodcido na posicdo 423
(posicdo 401 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de serina; o aminoacido na posicdo 426
(posicdo 404 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de serina; o aminoacido na posicdo 429
(posicdo 407 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de alanina; o amincadcido na posicdo 430
(posicdo 408 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de metionina; o aminoadcido na posicdo 432
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(posicdo 410 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de cisteina ou aspartato; o aminoacido na
posicdo 434 (posicdo 412 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de prolina; o aminoacido na
posicdo 435 (posicdo 413 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de lisina; o aminoadcido na
posicdo 442 (posicdo 420 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) nédo é um residuo de histidina; o aminoacido na
posicdo 451 (posicdo 429 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de prolina; o aminodcido na
posicdo 456 (posicdo 434 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo & um residuo de histidina ou cisteina; o
aminodcido na posicdo 458 (posicdo 436 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina; o
aminodcido na posicdo 460 (posicdo 438 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de arginina; o
aminodcido na posicdo 461 (posicdo 439 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina ou
aspartato; o aminocdcido na posicdo 462 (posicdo 440 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
triptofano ou arginina; o aminodcido na ©posicdo 465
(posicdo 443 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de metionina ou leucina; o aminodcido na
posicdo 472 (posicdo 450 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo & um residuo de leucina; o aminoacido na
posicdo 473 (posicdo 451 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo & um residuo de treonina; o aminoacido na
posicdo 474 (posicdo 452 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é& um residuo de treonina; o aminoadcido na
posicdo 479 (posicdo 457 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o aminodcido na
posicdo 482 (posicdo 460 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina ou glicina; o

aminoadcido na posicdo 484 (posicdo 462 na sequéncia sem o
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péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de leucina; o
aminoacido na posicdo 495 (posicdo 473 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o
aminoacido na posicdo 496 (posicdo 474 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de fenilalanina; o
aminodcido na posicdo 497 (posicdo 475 na sequéncia sem o

péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de arginina.

Também ¢é divulgado que, quando sTNALP é usada nas sALPs
dirigidas ao osso da presente invencdo, usando a numeracao
da sequéncia de TNALP humana, © aminodcido na posicdo 17
ndo é um residuo de fenilalanina; o aminodcido na posicéao
28 (posicdo 11 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo)
ndo é um residuo de cisteina; o aminoacido na posicdo 33
(posicdo 16 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
é um residuo de wvalina; o aminoadcido na posicdo 37 (posicédo
20 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um
residuo de prolina; o aminodcido na posicdo 40 (posicédo 23
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de wvalina; o aminoadcido na posicdo 51 (posicdo 34 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
serina ou valina; o aminodcido na posicdo 62 (posicdo 45 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
leucina, isoleucina ou valina; o aminocadcido na posicdo 63
(posicdo 46 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
é um residuo de valina; o aminoadcido na posicdo 68 (posicédo
51 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um
residuo de metionina; o aminocdcido na posicdo 71 (posicédo
54 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um
residuo de «cisteina, serina, prolina ou histidina; o
aminodcido na posicdo 72 (posicdo 55 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de treonina; o
aminoadcido na posicdo 75 (posicdo 58 na sequéncia sem o

péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o
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aminodcido na posicdo 76 (posicdo 59 na sequéncia sem o0
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de asparagina; o
aminoadcido na posicdo 100 (posicdo 83 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de metionina; o
aminodcido na posicdo 108 (posicdo 89 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de leucina; o
aminodcido na posicdo 111 (posicdo 94 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de treonina; o
aminoacido na posicdo 112 (posicdo 95 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o
aminoacido na posicdo 114 (posicdo 97 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de glicina; o
aminodcido na posicdo 116 (posicdo 99 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina ou
treonina; o aminodcido na posicdo 120 (posicdo 103 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
arginina; o aminodcido na posicdo 123 (posicdo 106 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
aspartato; o aminocdcido na posicdo 128 (posicdo 111 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
metionina; o aminocdcido na posicdo 129 (posicdo 112 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
arginina; o aminocdcido na posicdo 132 (posicdo 115 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
treonina ou valina; o aminoacido na posicdo 134 (posicéo
117 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um
residuo de histidina ou asparagina; o aminodcido na posicéo
136 (posicédo 119 na sequéncia sem o péptido de sinalizacao)
ndo é um residuo de histidina; o aminoé&cido na posicdo 148
(posicdo 131 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néo
é¢ um residuo de alanina ou isoleucina; o aminoacido na
posicdo 162 (posicdo 145 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo ¢é um residuo de serina ou valina; o

aminoadcido na posicdo 167 (posicdo 150 na sequéncia sem o
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péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de metionina; o
aminoacido na posicdo 170 (posicdo 153 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de aspartato; o
aminoacido na posicdo 171 (posicdo 154 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de tirosina ou
arginina; o aminodcido na posicdo 176 (posicdo 159 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 177 (posicdo 160 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 1792 (posicdo 162 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
treonina; o aminocdcido na posicdo 181 (posicdo 164 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
leucina; o aminodcido na posicdo 184 (posicdo 167 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
triptofano; o aminodcido na posicdo 189 (posicdo 172 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
glutamato; o aminodcido na posicdo 191 (posicdo 174 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
lisina ou glicina; o aminocéacido na posicdo 192 (posicdo 175
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de treonina; o aminocdcido na posicdo 193 (posicdo 176 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
alanina; o aminodcido na posicdo 201 (posicdo 184 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
tirosina; o aminocdcido na posicdo 203 (posicdo 186 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
glutamato; o aminocdcido na posicdo 207 (posicdo 190 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
prolina; o aminodcido na posicdo 211 (posicdo 194 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
aspartato; o aminoadcido na posicdo 212 (posicdo 195 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de

fenilalanina; o aminodcido na posicdo 218 (posicdo 201 na
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sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
treonina; o aminodcido na posicdo 220 (posicdo 203 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
valina ou alanina; o aminodcido na posicdo 221 (posicdo 204
na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
de valina; o aminoadcido na posicdo 223 (posicdo 206 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
triptofano ou glutamina; o aminodcido na posicdo 224
(posicdo 207 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de glutamato; o aminoacido na posicdo 226
(posicdo 209 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de treonina; o aminocadcido na posicdo 235
(posicdo 218 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de glicina; o aminocdcido na posicdo 246
(posicdo 229 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de serina; o aminoacido na posicdo 249
(posicdo 232 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de wvalina; o aminoacido na posicdo 264
(posicdo 247 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de arginina; o aminoacido na posicdo 272
(posicdo 255 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de <cisteina, leucina ou histidina; 0
aminodcido na posicdo 275 (posicdo 258 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de prolina; o
aminoacido na posicdo 289 (posicdo 272 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de fenilalanina; o
aminodcido na posicdo 291 (posicdo 274 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina; o
aminodcido na posicdo 292 (posicdo 275 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) nédo é um residuo de treonina; o
aminodcido na posicdo 294 (posicdo 277 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de tirosina ou
alanina; o aminoadcido na posicdo 295 (posicdo 278 na

sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de



valina, treonina ou isoleucina;

(posicdo 280 na sequéncia sem o péptido de

¢ um residuo de aspartato; o aminoacido

(posicdo 281 na sequéncia sem o péptido de

¢ um residuo de lisina; o aminoacido

(posicdo 282 na sequéncia sem o péptido de

¢ um residuo de prolina; o aminoacido

(posicédo 289 na sequéncia sem o péptido de

€ um residuo de wvalina; o aminoécido

(posicdo 290 na sequéncia sem o péptido de
¢ um residuo de serina ou leucina;
311
ndo é um residuo de lisina;
(posicdo 309 na sequéncia sem o péptido de
¢ um residuo de arginina; o aminodcido
(posicdo 310 na sequéncia sem o péptido de
¢ um residuo de cisteina,
na posicado 328
sinalizacdo) ndo €& um residuo de leucina;
posicdo 334 (posicdo 317 na
sinalizacédo) ndo é um residuo de aspartato;
posicdo 339 (posicdo 322 na
sinalizacdo) ndo é um residuo de arginina
aminodcido na posicdo 348 (posicdo 331 na
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
aminodcido na posicdo 354 (posicdo 337 na
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
aminodcido na posicdo 355 (posicdo 338 na
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo
isoleucina; o aminoécido na posicdo 371
sequéncia sem o péptido de sinalizacédo)
leucina; o aminoadcido na posicdo 374
sequéncia sem o péptido de sinalizacéo)
metionina; 377

o0 aminocédcido na posicéao

glicina ou leucina;

(posicéo

(posicéo

0 aminodcido na posicéo

sinalizacéo)
na posicéao
sinalizacéo)
na posicéo
sinalizacéo)
na posicéo
sinalizacéo)
na posicao

sinalizacédo)

0 aminodcido na posicéao

sinalizacédo)
na posicéao

sinalizacéao)

(posicdo 311 na sequéncia sem o péptido

o0 aminoéacido

sequéncia sem o péptido

o aminoacido

sequéncia sem o péptido

ou glutamato

sequéncia sem
de treonina;
sequéncia sem
de aspartato;

sequéncia sem

de treonina

(posicédo 354

ndo é um residuo

357

ndo é um residuo

360

21

nao
306
nao
307

nao

o aminoadcido na posicéo

(posicédo 294 na sequéncia sem o péptido de sinalizacéo)

326
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sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
valina; o aminoacido na posicdao 378 (posicdo 361 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
valina; o aminoadcido na posicdo 381 (posicdo 364 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é& um residuo de
arginina; o aminodcido na posicdo 382 (posicdo 365 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
leucina; o aminoadcido na posicdo 389 (posicdo 372 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um residuo de
leucina; o aminodcido na posicdo 391 (posicdo 374 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
cisteina ou histidina; o aminocdcido na posicdo 392 (posicéo
375 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de alanina; o aminodcido na posicdo 395 (posicéo
378 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de treonina; o aminocdcido na posicdo 399 (posicédo
382 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo & um
residuo de serina ou valina; o© aminoacido na posicdo 400
(posicdo 383 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de leucina; o aminocadcido na posicdo 406
(posicdo 389 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao
¢ um residuo de glicina; o amincadcido na posicdo 410
(posicdo 393 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de leucina; o aminocadcido na posicédo 411
(posicdo 394 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de alanina; o aminodcido na posicao 414
(posicdo 397 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de metionina; o aminodcido na posicdo 417
(posicdo 400 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
& um residuo de serina; o aminodcido na posicdo 420
(posicdo 403 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de serina; o aminoacido na posicdo 423
(posicdo 406 na sequéncia sem o péptido de sinalizacédo) néao

¢ um residuo de alanina; o aminocadcido na posicdo 424
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(posicdo 407 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
¢ um residuo de metionina; o aminodcido na posicao 426
(posicdo 409 na sequéncia sem o péptido de sinalizacé&o) néao
¢ um residuo de cisteina ou aspartato; o aminoacido na
posicdo 428 (posicdo 411 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é& um residuo de prolina; o aminodcido na
posicdo 429 (posicdo 412 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de lisina; o aminodcido na
posicdo 436 (posicdo 419 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de histidina; o amino&cido na
posicdo 445 (posicdo 428 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de prolina; o aminodcido na
posicdo 450 (posicdo 433 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo & um residuo de histidina ou cisteina; o
aminodcido na posicdo 452 (posicdo 435 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina; o
aminodcido na posicdo 454 (posicdo 437 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de arginina; o
aminoadcido na posicdo 455 (posicdo 438 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de serina ou
aspartato; o aminocdcido na posicdo 456 (posicdo 439 na
sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de
triptofano ou arginina; o aminodcido na ©posicdo 459
(posicdo 442 na sequéncia sem o péptido de sinalizacdo) néo
é¢ um residuo de metionina ou leucina; o aminoacido na
posicdo 466 (posicdo 449 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é& um residuo de leucina; o aminoacido na
posicdo 467 (posicdo 450 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é& um residuo de treonina; o aminoadcido na
posicdo 468 (posicdo 451 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de treonina; o aminoédcido na
posicdo 473 (posicdo 456 na sequéncia sem o péptido de
sinalizacdo) ndo é um residuo de serina; o aminodcido na

posicdo 476 (posicdo 459 na sequéncia sem o péptido de
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sinalizacdo) ndo é um residuo de 1lisina ou glicina; o
aminoacido na posicdo 478 (posicdo 461 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de 1leucina; o
aminoacido na posicdo 489 (posicdo 472 na sequéncia sem O
péptido de sinalizacdo) n&do é um residuo de serina; o
aminodcido na posicdo 490 (posicdo 473 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacd&o) n&do é um residuo de fenilalanina; o
aminodcido na posicdo 491 (posicdo 474 na sequéncia sem o
péptido de sinalizacdo) ndo é um residuo de arginina.
Também ¢é divulgado gue, um ou mais Xs sdo definidos como
sendo qualquer um dos aminoacidos encontrados nesta posicéo
nas sequéncias de alinhamento ou um residuo que constitui
uma substituicdo conservada ou semiconservada de qualquer
um destes aminodcidos. E ainda divulgado que os Xs sé&o
definidos como sendo qualgquer um dos aminodcidos de um dos
aminodcidos encontrados nesta posicdo nas sequéncias do
alinhamento. Por exemplo, o residuo de aminocédcido na
posicdo 51 (posicdo 34 na sequéncia sem péptido de
sinalizacdo) é um residuo de alanina ou valina; o residuo
de aminodcido na posicdo 177 (posicdo 160 na sequéncia sem
péptido de sinalizacdo) é um residuo de alanina ou serina;
o residuo de aminodcido na posicdo 212 (posicdo 195 na
sequéncia sem péptido de sinalizacdo) ¢é um residuo de
isoleucina ou wvalina; o residuo de aminodcido na posicéo
291 (posicdo 274 na sequéncia sem péptido de sinalizacédo) é
um residuo de é&cido glutdmico ou &cido aspéartico; e o
residuo de aminodcido na posicdo 374 (posicdo 357 na
sequéncia sem péptido de sinalizacdo) é um residuo de

valina ou isoleucina.

E ainda divulgado que o fragmento sALP na proteina de fuséao
dirigida ao osso, consiste em qualquer um dos fragmentos de
uma sequéncia consenso derivada de um alinhamento de

isoenzimas ALP humanas e TNALPs de vVvarias espécies de
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mamiferos, correspondendo aos residuos de aminoédcidos 18-
498, 18-4%99, 18-500, 18-501, 18-502, 18-503, 18-504 ou 18 a
505 da TNALP humana. Estes fragmentos consenso sdo residuos
de aminoacidos 23 a 508, 23 a 509, 23 a 510, 23 a 511, 23 a
512, 23 a 513, 23 a 514 e 23 a 515 da SEQ ID NO: 15,
respetivamente. Nestes fragmentos consenso, X é um
aminodcido qualquer, exceto um aminocdcido correspondendo a
uma mutacdo patogénica na posicdo da TNALP humana como
indicado na Tabela 1. E ainda divulgado que estes
fragmentos consenso sdo residuos de aminocdcidos 23 a 508,
23 a 509, 23 a 510, 23 a 511, 23 a 512, 23 a 513, 23 a 514
e 23 a 515 da SEQ ID NO: 18, respetivamente. Nestes
fragmentos consenso, X é um aminodcido encontrado naquela
posicdo na ALP de cada uma das espécies de isoenzimas ALP
humanas do alinhamento do qual o consenso foi derivado, mas
ndo é um aminodcido correspondendo a uma mutacdo patogénica
naquela posicdo da TNALP humana, tal como indicado na

Tabela 1 (ver Figura 30).

E ainda divulgado que o fragmento sALP na proteina de fuséao
dirigida ao osso da presente invencdo, consiste em qualquer
um dos fragmentos de uma sequéncia consenso derivada de um
alinhamento de TNALPs de vaArias espécies de mamiferos,
correspondendo aos residuos de aminodcidos 18-498, 18-499,
18-500, 18-501, 18-502, 18-503, 18-504 e 18 a 505 de TNALP
humana. Estes fragmentos consenso sao residuos de
aminoadcidos 18-498, 18-499, 18-500, 18-501, 18-502, 18-503,
18-504 e 18 a 505 da SEQ ID NO: 16, respetivamente. Nestes
fragmentos consenso, X é um aminodcido qualquer, exceto um
aminodcido correspondendo a uma mutacdo patogénica naquela
posicdo da TNALP humana, tal como indicado na Tabela 1. E
ainda divulgado que estes fragmentos consenso sdo residuos
de aminoédcidos 18-498, 18-499, 18-500, 18-501, 18-502, 18-
503, 18-504 e 18 a 505 da SEQ ID NO: 19, respetivamente.
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Nestes fragmentos consenso, X é um aminodcido qualquer
encontrado naquela posicdo na TNALP de cada uma das
espécies do alinhamento, do qual o consenso é derivado, mas
ndo é um aminocédcido correspondendo a uma mutacdo patogénica
naquela posicdo da TNALP humana, tal como indicado na

Tabela 1 (ver Figura 31).
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Spacer

Sem estar limitado a esta teoria, acredita-se dque o
fragmento Fc usado na proteina de fusdo dirigida ao osso,
apresentada nos Exemplos seguintes, atua como spacer, o dque
permite que a proteina seja dobrada de forma mais
eficiente, uma vez que a expressdo de sTNALP-Fc-D10 foi
superior a de sTNALP-D10 (ver Exemplo 2 a seguir). Uma
explicacdo possivel, é que a introducdo do fragmento Fc
alivia as forcas repulsivas causadas pela presenca da
sequéncia D10 carregada negativamente, adicionada a

extremidade C-terminal da sequéncia sALP testada.

Os spacers da presente invencéao sado polipéptidos
compreendendo um Fc. E divulgado que o spacer alivia o
impedimento estérico, prevenindo a interacdo entre dois
dominios sALP de dois mondémeros sALP, para constituir a

entidade minima ativa cataliticamente.

Fragmentos da regifio de fragmento cristalizavel (Fc)

Fragmentos Fc Uteis para a presente invencdo incluem
fragmentos Fc de IgG, que compreendem a regido flexivel, e
os dominios CH2 e CH3. Podem ser utilizados, por exemplo,

IgG-1, IgG-2, IgG-3, IgG-3 e IgG-4.

Péptido carregado negativamente

O péptido carregado negativamente de acordo com a presente
invencdo pode ser um poli-aspartato ou poli-glutamato,

selecionado do grupo consistindo em D10 a D16 ou E10 a Elo.
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Em formas de realizacdo especificas, as proteinas de fuséo
sALP dirigidas ao 0SS0 da presente invencéao estéo

associadas de maneira a formar dimeros e tetrameros.

Sem estar limitado a esta teoria em particular, usando um
polipéptido compreendendo um Fc como spacer, os dimeros séo
presumivelmente constituidos por dois mondémeros de sALP
dirigido ao osso ligados de forma covalente, através de
duas pontes dissulfito localizadas nas regides flexiveils
dos dois fragmentos Fc. Nesta configuracdo em dimero, o
impedimento estérico 1mposto pela formacdo das pontes
dissulfito previne ©presumivelmente a associacao dos
dominios sALP para formar a entidade minima dimérica ativa

cataliticamente, presente em células normais.

Sem estar limitado a esta teoria em particular, acredita-se
que na sua estrutura em tetrémero, a associacdo das
proteinas de fusdo envolveria um dominio sALP de um dimero
e outro de outro dimero. 0 impedimento estérico,
presumivelmente prevenindo os dois dominios sALP do mesmo
dimero 1ligado a Fc de interagirem um com o outro para
constituir a entidade minima ativa cataliticamente, podia
eventualmente ser aliviado através da insercdo de um spacer
maior do que o Fc descrito nos Exemplos apresentados aqui,
entre o fragmento sALP e o fragmento de poli-aspartato ou

poli-glutamato.

0 SALP dirigido ao 0SSO pode ainda compreender
opcionalmente um ou mais aminoadcidos adicionais 1) a seguir
ao poli-aspartato ou poli-glutamato; e/ou 2) entre o poli-
aspartato e o fragmento Fc; e/ou 3) entre o spacer tal como
o fragmento Fc, e o fragmento sALP. Este é& o caso por
exemplo, quando a estratégia de clonagem usada para

produzir o conjugado dirigido ao osso, introduz aminoacidos
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exbgenos nestes locais. Contudo, os amincadcidos exdgenos
devem ser selecionados de forma a ndo fornecer um sinal de
ancoragem GPI adicional. A probabilidade de uma sequéncia
desenhada ser clivada pela transamidase da célula
hospedeira pode ser prevista como descrito por Ikezawa

(Ikezawa 2002).

A presente invencdo também inclui a proteina de fuséo
modificada apds translacéo, por exemplo, através de
glicosilacao, incluindo agquelas aqui expressamente
referidas, acetilacéo, amidacéao, bloqueio, formilacéo,
hidroxilacdo com &cido gama-carboxiglutémico, metilacéo,

fosforilacdo, &cido pirrolidona carboxilico e sulfatacéo.

O termo “proteina recombinante” é aqui usado para referir
uma proteina codificada por um acido nucleico geneticamente
manipulado, inserido numa célula hospedeira procariota ou
eucariota. O &cido nucleico ¢é geralmente colocado num
vetor, como por exemplo, um plasmideo ou virus, como
apropriado para a célula hospedeira. Apesar das células de
ovario de hamster chinés (CHO) terem sido utilizadas como
hospedeiras para a expressdo de conjugados da presente
invencdo nos Exemplos aqui apresentados, um perito na
especialidade 1iréd compreender gue um numero de outros
sistemas hospedeiros pode ser usado para produzir proteinas
recombinantes, de acordo com métodos habituais do estado da
técnica. Métodos representativos sdo divulgados em Maniatis
et al. Cold Springs Harbor Laboratory (1989). “Proteina
clivada recombinante”, tal como aqui utilizado deve referir
uma proteina recombinante dque pode ser c¢livada por uma
enzima do hospedeiro, de forma a produzir uma proteina
secretada / soluvel. Sem estar tdo limitado, as células
HEK293, PerC6, células de rim de hamster bebé também podem

ser utilizadas.
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Tal como aqui utilizado, a terminologia “condicdes
adequadas para permitir a expressdo do polipéptido” deve
significar qualquer meio de cultura dque irad permitir a
producdo da proteina de fusdo da presente invencdo. Sem
estar tdo limitado, isto inclui meios preparados com um
tampdo, bicarbonato e/ou HEPES, 1ides como cloro, fosfato,
cédlcio, sbébdio, potéssio, magnésio, ferro, fontes de carbono
tais como acucares simples, aminoadcidos, potencialmente
lipidos, nucledétidos, vitaminas e fatores de crescimento
tais Ccomo insulina; meios habituais disponiveis
comercialmente, tais como alfa-MEM, DMEM, Ham’s-F12 e IMDM
suplementados com 2 - 4 mM de L-glutamina e 5% de soro
fetal bovino; meios sem proteina animal habituais
disponiveis comercialmente, como por exemplo, Hyclone™,
SFM4CHO, Sigma CHO DHFR-, Cambrex POWER™ CHO CD
suplementado 2 - 4 mM de L-glutamina. Estes meios sé&o
desejavelmente preparados sem timidina, hipoxantina e L-
glicina, para manter a pressdo seletiva, permitindo a

expressédo estavel do produto proteico.

Sem estar tdo limitado, as células hospedeiras uUteis para a
expressdo da fusdo da presente invencdo incluem células L,
células Cl127, células 373, células CHO, células BHK,
células COS-7 ou células de ovario de hamster chinés (CHO).
Células CHO de interesse para a expressdo da proteina de
fusdo da presente invencdo incluem CHO-DG44 e CHO/dhfr,
também referidas como CHO duk . Esta ultima linha celular
encontra-se disponivel através da American Type Culture

Collection (numero ATCC CRL-909¢6).

O termo “tecido 6sseo” é aqui usado para referir tecido

sintetizado por osteoblastos, composto por uma matriz
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orgadnica contendo principalmente colagénio e mineralizado

pela deposicdo de cristais de hidroxiapatite.

As proteinas de fusdo compreendidas nas fusdes dirigidas ao
osso da presente invencdo sdo uteis para tratamento
terapéutico de condicodes caracterizadas por defeitos
6sseos, fornecendo uma quantidade eficaz da proteina de
fusdo ao osso. As proteinas de fusdo sdo fornecidas na
forma de composicdes farmacéuticas, em quaisquer
transportadores standard farmaceuticamente aceitaveis, e
sdo administradas por dqualquer procedimento standard, por

exemplo, por injecdo intravenosa.

Tal como aqui utilizado, a terminologia “fendtipo HPP” deve
referir qualquer um de raquitismo (defeito no crescimento
da placa de cartilagem), osteomalacia, niveis elevados de
pirofosfato inorganico (PPi), fosfoetanolamina (PEA), ou
piridoxal 5’ -fosfato (PLP) no sangue e/ou urina,
convulsdes, dores nos o0ssos, deposicdo de cristais de
pirofosfato de célcio dihidrato (CPPD) em articulacdes,
levando a condrocalcinose e morte prematura. Sem estar téo
limitado, um fendétipo HPP pode ser documentado por
crescimento retardado com uma diminuicdo do comprimento dos
ossos longos (tais como o fémur, tibia, umero, réadio,
ulna), uma diminuicdo da densidade média de osso total, e
uma diminuicdo da mineralizacdo 6ssea em 0ssos tals como o
fémur, a tibia, costelas e metatarso, e falange, uma
diminuicdo da mineralizacdo dos dentes, uma perda prematura
dos dentes deciduos (por exemplo, aplasia, hipoplasia ou
displasia do cemento dental). Sem estar tédo limitado, a
correcdo ou prevencdo de defeitos de mineralizacdo Ossea
pode ser observada por um ou mais dos seguintes: um aumento
do tamanho dos ossos longos, um aumento de mineralizacéao

bssea e/ou dos dentes, uma correcdo do arquear das pernas,
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uma reducdo de dor nos 0ssos e uma reducdo na deposicdo de

cristais CPPD nas articulacdes.

Tal como aqui wutilizado, a terminologia “correcdo” na
expressdo “correcdo de um fendtipo de hipofosfatasia” deve
referir uma reducdo parcial ou completa de um fendtipo de
HPP preexistente. De igual modo, a terminologia “prevenir”
na expressdo “prevenir um fendtipo de HPP” deve referir
qualquer atraso ou retardamento de um fendétipo de HPP, ou
qualquer prevencdo parcial ou completa do desenvolvimento

de um fendtipo de HPP.

Tal como aqui utilizado, o} termo “individuo” deve
significar qualquer mamifero incluindo homem, rato,
ratazana, cdo, gato, porco, vaca, macaco, cavalo, etc. Numa

forma de realizacédo especifica, ele refere-se a um humano.

Tal como aqui utilizado, o termo “individuo em necessidade
de” num método de administracdo de um composto da presente
invencdo, deve referir um individuo gque beneficiaria da
administracdo de um composto da presente invencdo. Em
formas de realizacdo especificas, ele refere-se a um
individuo que Jjé& apresenta pelo menos um fendtipo de HPP,
ou a um individuo suscetivel de desenvolver pelo menos um
fendbtipo de HPP, ou pelo menos um outro fendtipo de HPP.
Numa outra forma de realizacdo, o termo também se refere a
um individuo que tem aplasia, hipoplasia ou displasia de
cemento dental, ou um individuo suscetivel de desenvolver

aplasia, hipoplasia ou displasia de cemento dental.

Tal como aqui wutilizado, “um individuo suscetivel de
desenvolver pelo menos um fendtipo de HPP” é& um individuo
com pelo menos uma mutacdo de perda de funcdao no gene

(ALPL) .
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Tal como aqui utilizado, “um 1individuo suscetivel de
desenvolver aplasia, hipoplasia ou displasia do cemento
dental”, é um individuo com HPP, ou uma doenca periodontal
devida a uma infecdo Dbacteriana. A doenca periodontal
devida a infecdo Dbacteriana pode 1induzir alteracdo do
cemento, o gue por sua vez pode levar a esfoliacdo do

dente.

Via de administracio

sALPs dirigidos ao osso da presente invencdo podem ser
administrados por vias, tais como a via oral, nasal,
intravenosa, intramuscular, subcuténea, sublingual,
intratecal ou intradérmica. A via de administracdo pode
depender de uma variedade de fatores, tais como ©s
objetivos ambientais e terapéuticos. Tal como agui
utilizado, individuos refere-se a animais tais como
humanos, nos quais é desejavel a prevencdo, ou correcdo de
defeitos de mineralizacdo que caracterizam HPP, ou outros
fendétipos associados com HPP, ou prevencdo ou correcdo de

cemento danificado.

A titulo de exemplo, a composicdo farmacéutica da invencéo
pode estar na forma de um liquido, solucdo, suspensao,
comprimido, cépsula, pastilha, cépsulas de gelatina, pbd,
gel, pomada, creme, solucdo de nebulizacdo, solucado de
vaporizacdo, vapor atomizado, aerossol, ou fitossoma. Para
administracdo oral, pastilhas ou cépsulas podem ser
preparadas por meios convencionais com excipientes
farmaceuticamente aceitéaveis, tais Como aglutinantes,
materiais de enchimento, lubrificantes, desintegrantes, ou
surfactantes. As pastilhas podem ser revestidas por métodos

conhecidos do estado da técnica. As preparacdes liquidas
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para administracdo oral podem tomar a forma de, por
exemplo, solucdes, xaropes, oOuUu suspensdes, ou podem ser
apresentadas na forma de um produto seco para
reconstituicdo com solucdo salina ou outro veiculo liquido
adequado antes da utilizacdo. Suplementos dietéticos da
invencdo também podem conter aditivos farmaceuticamente
aceitéaveis, tais como agentes solubilizantes,
emulsionantes, veiculos ndo aquosos, conservantes, sais
tampdo, aromatizantes, corantes, e agentes adocantes, como
apropriado. As preparacdes para administracdo oral também
podem ser adequadamente formuladas para originar a

libertacdo controlada dos ingredientes ativos.

Os revestimentos entéricos podem ainda ser utilizados em
pastilhas da presente invencdo, para resistir ao contacto
prolongado com o fluido géastrico fortemente 4&cido, mas
dissolvem-se no ambiente intestinal levemente acidico ou
neutro. Sem estar tdo limitado, acetato ftalato de
celulose, Eudragit™ e ftalato de hidroxipropil
metilcelulose (HPMCP), podem ser usados em revestimentos
entéricos de composicdes farmacéuticas da presente
invencdo. As concentracdes de acetato ftalato de celulose
geralmente usadas sdo 0,5-9,0% do peso do nucleo. A adicéo
de plastificantes melhora a resisténcia a &gua deste
material de revestimento, e formulacdes que utilizam estes
plastificantes sdo mais eficazes que a utilizacdo de
ftalato acetato de <celulose apenas. Ftalato acetato de
celulose é compativel com muitos plastificantes, incluindo
monoglicerideo acetilado; butil ftalbutil glicolato;
dibutil tartarato; dietil ftalato; dimetil ftalato; etil
ftaliletil glicolato; glicerina; propileno glicol;
triacetina; citrato de triacetina; e tripropionina. Também

é usado em combinacdo com outros agentes de revestimento,
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tais como etilcelulose, em preparacdes de libertacéo

controlada de farmacos.

Dosagem

Qualgquer quantidade de uma composicdo farmacéutica pode ser
administrada a um individuo. As dosagens irdo depender de
muitos fatores, incluindo o modo de administracdo e a idade
do individuo. Tipicamente, a quantidade de ALP dirigida ao
osso da 1nvengdo contida numa dose Unica 1rd ser uma
quantidade que previne, atrasa ou corrige eficazmente o
defeito de mineralizacdo oOssea em HPP, sem induzir
toxicidade significativa. Tal como aqui utilizado, o termo
“quantidade terapeuticamente eficaz” deve referir uma
quantidade eficaz para alcancar o efeito terapéutico
desejado, ao mesmo tempo que evita efeitos secundéarios
adversos. Tipicamente, sALPs dirigidos ao osso de acordo
com a presente 1nvencao, podem ser administrados a
individuos em doses que variam de 0,001 a 500 mg/kg/dia e,
num modo de realizacdo mais especifico, cerca de 0,1 a
cerca de 100 mg/kg/dia e, num modo de realizacdo mais
especifico, cerca de 0,2 a cerca de 20 mg/kg/dia. O método
de escala alométrica de Mahmood et al. (Mahmood et al.
2003) pode ser usado para extrapolar a dose do rato para o
homem. A dosagem iréd ser adaptada pelo clinico, de acordo
com fatores convencionais, tais como o grau da doenca e

parémetros diferentes do doente.

A quantidade terapeuticamente eficaz de sALPs dirigidos ao
osso também pode ser medida diretamente. A gquantidade
eficaz pode ser dada diariamente ou semanalmente, ou em
fracodes. Tipicamente, uma composicédo farmacéutica da
invencdo pode ser administrada numa quantidade de cerca de

0,001 mg até cerca de 500 mg por kg de peso corporal por
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dia (por exemplo, 0,05, 0,01, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 0,7, 0,8,
l mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 30 mg,
50 mg, 100 mg, ou 250 mg). As dosagens podem ser fornecidas
em regimes de dose Unica ou dose multipla. Por exemplo, em
algumas formas de realizacdo, a gquantidade eficaz é uma
dose que varia entre cerca de 0,1 a cerca de 100 mg/kg/dia,
de cerca de 0,2 mg a cerca de 20 mg de sALP dirigida ao
osso por dia, de cerca de 1 mg a cerca de 10 mg de sALP
dirigida ao osso por dia, de cerca de 0,07 mg a cerca de
120 mg de sALP dirigida ao osso por semana, de 1,4 mg a
cerca de 140 mg de sALP dirigida ao o0sso por semana, de
cerca de 0,3 mg a cerca de 300 mg de sALP dirigida ao osso
a cada trés dias, de cerca de 0,4 mg a cerca de 40 mg de
SsALP dirigida ao osso a cada dois dias, e de cerca de 2 mg

a cerca de 20 mg de sALP dirigida ao osso a cada dois dias.

Estas sdo simplesmente linhas de orientacdo, uma vez que a
dose correta deve ser cuidadosamente selecionada e titulada
pelo médico que acompanha o doente, com base em fatores
clinicos uUnicos a cada paciente, ou por um nutricionista. A
dose diadria 6tima serd determinada pelos métodos conhecidos
do estado da técnica, e serd influenciada por fatores tais
como a idade do doente, tal como indicado anteriormente e
outros fatores «clinicos relevantes. Adicionalmente, oS
doentes podem estar a tomar medicacdo para outras doencas
ou condicbes. As outras medicacdes podem ser continuadas
durante o tempo que um sALP dirigido ao osso é administrado
ao doente, mas nestes casos é particularmente aconselhéavel
comecar com doses baixas, para determinar se ocorrem

efeitos secundarios indesejéaveis.

Transportadores/Veiculos
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As preparacdes contendo uma sALP dirigida ao osso podem ser
fornecidas a doentes em combinacéo com solventes,
suspensdes ou emulsdes aquosas ou nao aquosas estéreis,
farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos de solventes néo
aquosos sdo propilenoglicol, polietilenoglicol, bleo
vegetal, o&éleo de peixe, e ésteres orgadnicos 1injetéaveis.
Transportadores aquosos incluem agua, solucdes agua-alcool,
emulsdes ou suspensdes, incluindo solucdo salina e veiculos
parenterais médicos tamponados, incluindo solucdo de
cloreto de sbédio, solucdo de dextrose de Ringer, solucdo de
dextrose mais cloreto de sbdio, solucdo de Ringer contendo
lactose ou 6leos fixos. Veiculos intravenosos podem incluir
reforcadores de fluidos e nutrientes, reforcadores de
eletrdlitos, tais como aqueles com base na dextrose de

Ringer, e afins.

Ainda noutra forma de realizacéo, as composicdes
farmacéuticas da presente invencdo podem ser administradas
num sistema de libertacdo controlada. Numa forma de
realizacéo, podem ser usados materiais poliméricos
incluindo é&cido poliléctico, poliortoésteres, copolimeros
em Dbloco e hidrogéis anfipaticos reticulados, acido
polihidroxibutirico e polihidropiranos (ver também Smolen e
Ball, Controlled Drug Bioavailability, Drug product design
and performance, 1984, John Wiley & Sons; Ranade e
Hollinger, Drug Delivery Systems, pharmacology and
toxicology series, 2003, 2%. Edicd&o, CRRC Press), em outra
forma de realizacdo, pode ser usada uma bomba (Saudek et

al., 1989, N. Engl. J. Med. 321: 574).

As proteinas de fusdo da presente invencdo podem estar na
forma de um pd liofilizado, usando solucbdes excipientes

apropriadas (por exemplo, sacarose), como diluentes.
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Adicionalmente, o0s segmentos de nucledtidos ou proteinas de
acordo com a presente invencdo podem ser introduzidos em
individuos de variadas maneiras. Por exemplo, 0s
osteoblastos podem ser isolados do 1individuo afetado,
transformados com uma molécula de nucledtidos de acordo com
a invencdo e reintroduzidos no doente afetado de variadas
maneiras, incluindo injecdo intravenosa. Como alternativa,
a molécula de nucledtidos pode ser administrada diretamente
ao doente afetado, por exemplo, por injecdo. A molécula de
nucledétidos também pode ser administrada através de um
veiculo, como por exemplo, um lipossoma, O dqual pode ser
desenhado para ser dirigido a um tipo especifico de célula,
e manipulado para ser administrado através de diferentes

vias.

As proteinas de fusdo da presente invencdo também podem ser
administradas de forma vantajosa, através de terapia
genética. Métodos de terapia genética uteis incluem os
descritos em WO06060641A2, UsS7172903 e WO0136620A2
atribuidas a Genzyme usando, por exemplo, um vetor de
adenovirus para a proteina terapéutica e sendo dirigidos a

hepatdécitos como células produtoras de proteina.

Umn “weiculo de entrega de genes” ¢é definido como uma
qualquer molécula que possa transportar polinucledtidos
inseridos para uma célula hospedeira. Exemplos de veiculos
de entrega de genes sdo lipossomas, polimeros
biocompativeis, incluindo polimeros naturais e polimeros
sintéticos; lipoproteinas; polipéptidos; polissacarideos;
lipopolissacarideos; envelopes virais artificiais;
particulas metélicas; e Dbactérias, ou virus, tais como
baculovirus, adenovirus e retrovirus, bacteriéfagos,
cosmideos, plasmideos, vetores fungicos ou outros veiculos

de recombinacdo, tipicamente usados no estado da técnica,
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os quais foram descritos para a expressdo de uma variedade
de hospedeiros procariotas e eucariotas, e podem ser usados
para terapia genética, assim como simplesmente para a
expressdo de proteinas. “Entrega de genes”, “transferéncia
de genes”, afins, como aqui utilizados s&o termos dque se
referem a introducdo de um polinucledtido exdgeno (as vezes
referido como “transgene”) numa célula hospedeira,
independentemente do método usado para a introducdo. Estes
métodos incluem uma variedade de técnicas bem conhecidas,
tais como transferéncia de genes mediada por vetores (por
exemplo, infecdo/transfeccéo viral ou varios outros
complexos de entrega de genes a base de proteinas ou
lipidos), assim como técnicas que facilitam a entrega de
polinucledétidos “nus”, tais como electroporacdo, entrega
por “biolistica” e varias outras técnicas usadas para a
introducdo de polinucledtidos. O polinucledtido introduzido
pode ser mantido na célula hospedeira de forma estavel ou
transitdéria. A manutencdo estavel requer normalmente que o
polinucledtido introduzido contenha uma origem de
replicacdo compativel com a célula hospedeira ou se integre
num replicdo da célula hospedeira, tal como um replicéao
extracromossémico (por exemplo, um plasmideo), ou um
cromossoma nuclear ou mitocondrial. Conhece-se uma
variedade de vetores capaz de mediar a transferéncia de
genes para células de mamiferos, tal como é conhecido do

estado da arte e aqui descrito.

Umn “wetor viral” é definido como um wvirus ou particula
viral que compreende um polinuclebdtido produzido de forma
recombinante a ser introduzido numa célula hospedeira in
vivo, ex vivo ou 1in vitro. Exemplos de vetores virais
incluem vetores de retrovirus, vetores de adenovirus,
vetores de virus associados a adenovirus, tais como os

descritos em WO06002203A2, vetores alfavirus e afins.
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Vetores de alfavirus, tais como vetores com base no virus
da floresta de Semliki e vetores com base no virus Sindbis,
também foram desenvolvidos para aplicacdo em terapia

genética e imunoterapia.

Em aspetos onde a transferéncia genética é mediada por um
vetor viral de ADN, tal como um adenovirus (Ad) ou virus
associado a adenovirus (MVs), um vetor refere-se a um
polinucledtido compreendendo o genoma viral ou parte deste,
e um transgene. Os adenovirus (Ads) sdo um grupo de virus
relativamente bem caracterizado e homogéneo, incluindo mais
de 50 serotipos. Ver, por exemplo, Pedido Internacional PCT
N° WO 95/27071. 0Os Ads s&do faceis de cultivar e ndo
requerem integracdo no genoma da célula hospedeira. Vetores
derivados de Ad recombinantes, em particular aqueles due
reduzem o potencial para recombinacdo e geracdo de virus
tipo-selvagem, também  foram construidos. Ver Pedido
Internacional PCT N° WO 95/00655 e N° WO 95/11984. Vetores
que contém um promotor e um local de clonagem, no qual pode
ser operativamente ligado um polinulcedtido, sdo bem
conhecidos do estado da técnica. Estes vetores sédo capazes
de transcrever ARN in wvitro ou 1in vivo, e encontram-se
comercialmente disponiveis de fontes tals como Stratagene
(La Jolla, CA) e Promega Biotech (Madison, WI). De forma a
otimizar a expressdo e/ou transcricdo in vitro, pode ser
necessario remover, adicionar ou alterar as partes 5’ e/ou
3’ que ndo sofrem translacdo, dos clones para eliminar
coddes de 1iniciacdo de translacdo extra, potencialmente
inapropriados, ou outras sequéncias dque possam interferir
com, ou reduzir a expressdo, quer ao nivel da transcricéo,

quer ao nivel da translacéo.

As sALP dirigidas ao osso da presente invencdo também podem

ser utilizadas em combinacdo com pelo menos um outro
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ingrediente ativo, para corrigir um defeito de
mineralizacdo Ossea ou outro sintoma prejudicial de HPP.
Também podem ser utilizadas em combinacdo com pelo menos um
outro ingrediente ativo, para corrigir um defeito do

cemento.

O termo “condicdes de elevado rigor” deve referir-se a
condicbes que permitem a ligacdo de sequéncias com uma
elevada homologia. Sem estar tdo limitado, exemplos destas
condicdes sdo enumerados no manual “Molecular cloning, a
laboratory manual, 2?%. Edicdo de 1989, de Sambrook et al.:
6XSSC ou 6XSSPE, reagente de Denhardt ou ndo, 0,5% SDS e
temperatura usada para a obtencdo de condicdes de elevado
rigor é frequentemente a volta de 68°C (ver paginas 9.47 a
9.55 de Sambrook), para &cidos nucleicos de 300 a 1500
nucledtidos. Apesar da temperatura o6tima a ser usada para
uma amostra de Acido nucleico especifica poder ser
calculada empiricamente, e embora haja espaco para
alternativas nas condicdes de tampdo selecionadas, dentro
destes intervalos bem conhecidos de condicdes, o &cido
nucleico capturado nado irad variar significativamente. Na
realidade, Sambrook indica claramente que a “escolha
depende em larga medida da preferéncia pessoal” (ver pagina
9.47). Sambrook especifica que a fdédrmula para calcular a
temperatura O6tima que varia de acordo com a proporcao de
guanina e citosina na amostra de 4&cido nucleico, e o

comprimento da amostra (10 a 20°C abaixo da T¢, em que T¢ =

81,5°C + 16,6(logig[Na‘]) + 0,41 (fracdo G+C) - 0,63 (%
formamida - (600/L)) (ver péginas 9.50 e 9.51 de Sambrook).
Kits

A presente invencdo também se refere a um kit para corrigir

ou prevenir um fendtipo de HPP, ou um defeito no cemento,
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compreendendo um &cido nucleico, uma proteina ou um ligando
de acordo com a presente invencdo. Por exemplo, ele pode
compreender uma composicdo dirigida ao osso da presente
invencdo, ou um vetor que codifica o mesmo, e instrucdes
para administrar a referida composicdo ou vetor a um
individuo, para corrigir ou prevenir um fendbtipo de HPP.
Estes kits podem ainda compreender pelo menos um outro
agente ativo, capaz de prevenir ou corrigir um fendtipo de
HPP. Quando o kit é wusado para prevenir ou corrigir um
fendbtipo de HPP num individuo com HPP, o kit pode ainda
compreender pelo menos um outro agente ativo, capaz de
prevenir ou corrigir gqualquer outro sintoma prejudicial de
HPP. Adicionalmente, um kit compartimentado, de acordo a
presente invencdo, inclui um qualquer kit, no qual os
reagentes estdo contidos em recipientes separados. Estes
recipientes incluem pequenos recipientes de vidro,
recipientes de pléstico ou tiras de pléstico ou papel.
Estes recipientes permitem a transferéncia eficiente de
reagentes de um compartimento para outro compartimento, de
tal modo que as amostras e o0s reagentes nao sao
contaminados, e 0s agentes ou solucbdes de cada recipiente
podem ser adicionados de uma forma gquantitativa, de um

compartimento para o outro.

Mais especificamente, de acordo com um primeiro aspeto da
presente invencdo, ¢é fornecida uma fosfatase alcalina
dirigida ao o0sso, compreendendo um polipéptido com a
estrutura: Z-sALP-Y-spacer-X-Wn-V, em que sALP consiste nos
residuos de aminodcidos 18-502 da Seq ID No. 8; em que V
estd ausente ou é uma sequéncia de aminoadcidos de pelo
menos um aminodcido; X estd ausente ou é uma sequéncia de
aminoacidos de pelo menos um aminoacido; Y esta ausente ou
é uma sequéncia de aminodcidos de pelo menos um aminoacido;

Z estd ausente ou é uma sequéncia de aminoacidos de pelo
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menos um aminoécido; e Wn é um ©poliaspartato ou
poliglutamato, em que n = 10 a 16, e o spacer compreende

uma regido de fragmento cristalizavel (Fc).

E divulgado que a sALP compreende os residuos de
aminoadcidos 23-508 da SEQ ID NO: 15. Também é divulgado que
a sALP consiste nos residuos de aminoacidos 23-512 da SEQ
ID NO: 15. Também é divulgado gque a sALP consiste nos
residuos de aminoacidos 23-508 da SEQ ID NO: 18. Também é
divulgado que a sALP consiste nos residuos de aminoéacidos
23-512 da SEQ ID NO: 18. Também é divulgado que a sALP
consiste nos residuos de aminodcidos 18-498 da SEQ ID NO:
16. Também é divulgado que a sALP consiste nos residuos de
aminodcidos 18-502 da SEQ ID NO: 16. Também é divulgado que
a SALP consiste nos residuos de aminoadcidos 18-498 da SEQ
ID NO: 19. Também ¢é divulgado que a sALP consiste nos
residuos de aminoéacidos 18-502 da SEQ ID NO: 19. Também é
divulgado que a sALP consiste nos residuos de aminoacidos
18-498 da SEQ ID NO: 19. Também é divulgado dque a SALP
consiste nos residuos de aminoadcidos 18-502 da SEQ ID NO:
19. Também ¢é divulgado que a sALP consiste nos residuos de
aminoadcidos 18-498 da SEQ ID NO: 8. De acordo com a
presente invencéo, a sALP consiste nos residuos de

aminoadcidos 18-502 da SEQ ID NO: 8.

De acordo com a presente invencdo, o spacer compreende uma
regido de fragmento cristalizavel (Fc). Numa forma de
realizacdo especifica, Fc compreende um dominio CH2, um
dominio CH3 e uma regido flexivel. Noutra forma de
realizacdo especifica, Fc é um dominio constante de uma
imunoglobulina, selecionado do grupo consistindo em IgG-1,
IgG-2, IgG-3, IgG-3 e IgG-4. Noutra forma de realizacao
especifica, Fc é um dominio constante de uma imunoglobulina

IgG-1. Noutra forma de realizacédo especifica, Fc é tal como
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apresentado na SEQ ID NO: 3. Noutra forma de realizacdo
especifica, Wn ¢é um poliaspartato. Noutra forma de
realizacdo especifica, n = 10. Noutra forma de realizacéo
especifica, 7 estd ausente. Noutra forma de realizacéo
especifica, Y representa um residuo de dois aminoacidos.
Noutra forma de realizacdo especifica, Y é leucina-lisina.
Noutra forma de realizacdo especifica, X representa um
residuo de dois aminocadcidos. Noutra forma de realizacdo
especifica, X ¢é aspartato-isoleucina. Noutra forma de
realizacdo especifica, V estd ausente. Noutra forma de
realizacédo especifica, o polipéptido é tal como apresentado

na SEQ ID NO: 4.

Noutra forma de realizacdo especifica, a fosfatase alcalina
dirigida ao osso compreende o polipéptido numa forma
compreendendo um dimero. Noutra forma de realizacéo
especifica, a fosfatase alcalina dirigida ao 0SSO0

compreende o polipéptido numa forma de tetramero.

Noutra forma de realizacdo especifica, a fosfatase alcalina
dirigida ao 0SS0 encontra-se num transportador
farmaceuticamente aceitédvel. Noutra forma de realizacédo
especifica, o transportador farmaceuticamente aceitéavel é
uma solucdo salina. Noutra forma de realizacdo especifica,
a fosfatase alcalina dirigida ao osso encontra-se numa
forma liofilizada. Noutra forma de realizacdo especifica, a
fosfatase alcalina dirigida ao osso encontra-se na forma de
uma dosagem didria de cerca de 0,2 a 20 mg/kg. Noutra forma
de realizacido especifica, a fosfatase alcalina dirigida ao
0sso encontra-se na forma de uma dosagem de cerca de 0,6 a
cerca de 60 mg/kg, para administracdo a cada trés dias.
Noutra forma de realizacédo especifica, a fosfatase alcalina
dirigida ao osso encontra-se na forma de uma dosagem

semanal de cerca de 1,4 a cerca de 140 mg/kg. Noutra forma
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de realizacé&o especifica, a fosfatase alcalina dirigida ao
0sso encontra-se na forma de uma dosagem semanal de cerca

de 0,5 mg/kg.

Mais especificamente, de acordo com outro aspeto da
presente invencdo, é fornecido um &cido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia que codifica o polipéptido da

presente invencéo.

De acordo <com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um 4&cido nucleico isolado consistindo numa
sequéncia que codifica o polipéptido da presente invencéo.
Mais especificamente, de acordo com outro aspeto da
presente invencdo, é fornecido um &cido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia tal como apresentado na SEQ ID

NO: 17.

De acordo <com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um vetor de expressdo recombinante, compreendendo
o) acido nucleico da presente invencéao. Mais
especificamente, de acordo com outro aspeto da presente
invencdo, ¢é fornecido um vetor recombinante de virus
associado a adenovirus compreendendo o &cido nucleico da
presente invencdo. Mais especificamente, de acordo com
outro aspeto da presente invencdo, é fornecida uma célula
hospedeira recombinante isolada transformada ou

transfectada com o vetor da presente invencéo.

De acordo com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um método para produzir uma fosfatase alcalina
dirigida ao osso da presente invencdo, compreendendo o
cultivo da <célula hospedeira da presente invencdo, sob

condicbdes que permitem a expressdao da fosfatase alcalina
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dirigida ao osso, e a recuperacdo da fosfatase alcalina

dirigida ao osso do meio de cultura.

Numa forma de realizacdo especifica, a célula hospedeira é
uma célula L, célula Cl127, célula 3T3, célula CHO, célula
BHK, célula COS-7 ou uma célula de ovario de hamster chinés
(CHO) . Noutra forma especifica de realizacdo, a célula
hospedeira é uma célula de ovario de hamster chinés (CHO).
Numa forma de realizacdo especifica, a célula hospedeira é

uma célula CHO-DG44.

De acordo com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um kit compreendendo a fosfatase alcalina
dirigida ao osso da presente invencdo, e instrucdes para
administrar o polipéptido a um individuo, para corrigir ou

prevenir um fendtipo de hipofosfatasia (HPP).

De acordo <com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um kit compreendendo a fosfatase alcalina
dirigida ao osso da presente invencdo, e instrucdes para
administrar o polipéptido a um individuo, para corrigir ou
prevenir aplasia, hipoplasia ou displasia do cemento

dental.

De acordo <com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecido um método para a utilizacdo da fosfatase alcalina
dirigida ao osso da presente invencdo, para a correcdo ou
prevencdo de pelo menos um fendtipo de hipofosfatasia
(HPP), compreendendo a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma fosfatase alcalina dirigida
ao 0s8s0o, a um individuo em necessidade da mesma, em dJue
pelo menos um fendtipo de HPP é corrigido ou prevenido

neste individuo.
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Numa forma de realizacdo especifica, o individuo tem pelo
menos um fendtipo de HPP. Noutra forma de realizacéo
especifica, o individuo é suscetivel de desenvolver pelo
menos um fendtipo de HPP. Noutra forma de realizacéo
especifica, este fendtipo de HPP compreende convulséao
relacionada com HPP. Noutra forma de realizacdo especifica,
este fendétipo de HPP compreende perda prematura dos dentes
deciduos. Noutra forma de realizacdo especifica, este
fendétipo compreende mineralizacdo Ossea 1ncompleta. Noutra
forma de realizacdo especifica, a mineralizacdo O&ssea
incompleta ¢é mineralizacdo incompleta do osso femoral.
Noutra forma de realizacdo especifica, a mineralizacéo
Ossea incompleta é mineralizacdo incompleta do osso tibial.
Noutra forma de realizacdo especifica, a mineralizacéo
b6ssea 1ncompleta é mineralizacdo incompleta do osso
metatarso. Noutra forma de realizacdo especifica, a
mineralizacdo O6ssea incompleta € mineralizacdo incompleta
das costelas. Noutra forma de realizacdo especifica, este
fen6tipo de HPP compreende niveis elevados de pirofosfato
inorgdnico (PPi) no sangue e/ou urina. Noutra forma de
realizacdo especifica, este fendétipo de HPP compreende
niveis elevados de fosfoetanolamina (PEA) no sangue e/ou
urina. Noutra forma de realizacdo especifica, este fendtipo
de HPP compreende niveils elevados de piridoxal 5’-fosfato
(PLP) no sangue e/ou urina. Noutra forma de realizacédo
especifica, este fendtipo de HPP  compreende ganho
inadequado de peso. Noutra forma de realizacdo especifica,
este fendtipo de HPP compreende raquitismo. Noutra forma de
realizacdo especifica, este fendétipo de HPP compreende dor
nos ossos. Noutra forma de realizacdo especifica, este
fendbtipo de HPP compreende deposicdo de cristais de
pirofosfato de cédlcio dihidratado. Noutra forma de
realizacdo especifica, este fendtipo de HPP compreende

aplasia, hipoplasia ou displasia do cemento dental. Noutra
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forma de realizacdo especifica, o individuo em necessidade
tem HPP pré-infantil. Noutra forma de realizacéo
especifica, o individuo em necessidade tem HPP infantil.
Noutra forma de realizacdo especifica, o individuo em
necessidade tem HPP perinatal. Noutra forma de realizacéao
especifica, o individuo em necessidade tem HPP adulta.
Noutra forma de realizacdo especifica, o individuo em

necessidade tem HPP odontohipofosfatasia.

E divulgado um método para a utilizacdo da fosfatase
alcalina dirigida ao osso da presente 1invencdo para a
correcdo ou prevencdo de aplasia, hipoplasia ou displasia
do cemento dental, compreendendo a administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de fosfatase alcalina
dirigida ao 0sso a um individuo em necessidade da mesma, em
que a aplasia, hipoplasia ou displasia do cemento dental é

corrigida ou prevenida no individuo.

Numa forma de realizacdo especifica, a administracéao
compreende a transfeccdo de uma célula no individuo com um
dcido nucleico que codifica a fosfatas alcalina. Noutra
forma de realizacdo, a transfeccdo da célula é realizada in
vitro, de tal maneira que a fosfatas alcalina dirigida ao
0osso é expressa e secretada numa forma ativa, e
administrada ao individuo com a referida célula. Noutra
forma de realizacdo especifica, a administracdo compreende
a administracdo subcutdnea da fosfatase alcalina dirigida
ao 0SSO ao individuo. Noutra forma de realizacéao
especifica, a administracdo compreende a administracéo
intravenosa da fosfatase alcalina dirigida ao osso ao

individuo.

De acordo com outro aspeto da presente invencéo, é

fornecida uma fosfatase alcalina dirigida ao osso da
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presente invencdo, para uso na correcdo ou prevencdo de

pelo menos um fendtipo de HPP.

De acordo com outro aspeto da presente invencdo, &
fornecida uma fosfatase alcalina dirigida ao osso da
presente invencdo, para uso na correcdo ou prevencdo de

aplasia, hipoplasia ou displasia do cemento dental.

De acordo <com outro aspeto da presente invencéao, é
fornecida uma fosfatase alcalina dirigida ao osso da

presente invencdo, para a preparacdo de um medicamento.

De acordo com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecida uma fosfatase alcalina dirigida ao osso da
presente invencdo, para a correcdo ou prevencdo de pelo

menos um fendtipo de HPP.

De acordo <com outro aspeto da presente invencéo, é
fornecida uma fosfatase alcalina dirigida ao osso da
presente invencdo, para a correcdo ou prevencdo de aplasia,

hipoplasia ou displasia do cemento dental.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Nas figuras em anexo:

A Figura 1 apresenta o desenho e estrutura esquematica da
ALP dirigida ao osso da presente invencédo, exemplificado
por hs TNALP-FcD10. O painel A apresenta uma representacéo
esquemdtica do produto de translacdo primério completo do
gene da fosfatase alcalina tecidual nédo especifica humana
(TNALP), incluindo o péptido de sinalizacdo N-terminal e o
sinal transitério ancorado na membrana para a adicdo de

GPI. O painel B apresenta o produto de translacdo primario
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da proteina de fusdo. O painel C apresenta o produto de
translacdo primario sem o péptido de sinalizacdo de TNALP

passivel de sofrer clivagem;

A Figura 2 apresenta a sequéncia proteica para hTNALP-FcD10
((SEQ ID NO: 1), incluindo o péptido de sinalizacdo N-
terminal - primeiros 17 aa), em que a porcdao hTNALP (SEQ ID
NO: 2) estd em itdlico, incluindo a parte do péptido de
sinalizacdo apresentado em 1itédlico e sublinhado, e o

fragmento Fc é sublinhado (SEQ ID NO: 3);

A Figura 3 apresenta a sequéncia proteica para a hsTNALP-
FcD10 usada nos Exemplos aqui apresentados (SEQ ID NO: 4)
(sem o péptido de sinalizacdo N-terminal), em que a porcgao
hsTNALP (SEQ ID NO: 5) estd em itdlico, e o fragmento Fc
estd sublinhado (SEQ ID NO: 3). Residuos de asparagina (N)
duplamente sublinhados correspondem a locals possiveis de
N-glicosilacédo, e residuos de aminoacidos a negrito (LK e
DI) correspondem a sequéncias de ligacdo entre os dominios
hsTNALP e Fc, e Fc e D10, respetivamente. Estas sequéncias
de ligacdo s&do derivadas de locais de restricdo de

endonucleases durante manipulacdo de ADNc;

A Figura 4 apresenta graficamente a expressdo comparativa

de sTNALP-D10 e sTNALP-FcD10 em células CHO-DG44;

A Figura b5 apresenta a purificacdo de sTNALP-FcD10 por
cromatografia de exclusdo molecular em proteina A-
Sepharose, com Sephacryl™ 3-300, assim como anédlise por
SDS-PAGE de sTNALP-FcD10 purificada, em condicdes redutoras
(DTT+) e ndo redutoras (DTT-). Também apresenta uma versdo
esquematizada de sTNALP-FcD10. A proteina purificada por
cromatografia de afinidade em proteina A-Sepharose ™ foi

analisada por SDS-PAGE e as bandas foram coradas com Sypro™
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Ruby. As principais espécies de sTNALP-FcD10 migraram com
um peso molecular aparente de 90.000 Da em condicdes

redutoras, e 200.000 Da em condicdes ndo redutoras;

A Figura 6 apresenta a posicdo do local de clivagem da

papaina em sTNALP-FcD10;

A Figura 7 apresenta uma anadlise SEC-HPLC ndo desnaturante
de sTNALP-FcD10 numa coluna TSK-Gel G3000WXL. Curva
simples: amostra digerida por papaina. Curva -X-: amostra
idéntica incubada nas mesmas condicobes, sem papaina

(controlo);

A Figura 8 apresenta uma anadlise SDS-PAGE de sTNALP-FcD10
incubada com ou sem papaina, mostrando qual o fragmento que
é responsavel por cada banda no gel. A anédlise foi
realizada em condicdes redutoras (DTT+) ou ndo redutoras

(DTT-) ;

A Figura 9 apresenta um ensaio de ligacdo in vitro. sSTNALP-
FcD10 e fosfatase alcalina tecidual ndo especifica de rim
bovino foram comparadas no ensaio de 1ligacdo mineral
reconstituido, tal como descrito no Exemplo 2. A atividade
total é a soma da atividade enzimdtica recuperada na fracéo
livre e na fracdo ligada. Observou-se que a atividade total
foi de 84% e 96% da quantidade inicial da atividade
enzimadtica introduzida em cada conjunto de ensaios para as
formas bovina e sTNALP-FcD10 da enzima, respetivamente. Os

resultados sdo uma média de duas ligacdes;

A Figura 10 apresenta os perfis farmacocinéticos e de
distribuicdo de sTNALP-FcD10 no soro, tibia e musculo de
ratos tipo selvagem adultos. As concentracdes de sTNALP-

FcD10 no soro, tibia e misculo, s&do expressas em ug/g de
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tecido (peso  humido), apbs uma Unica 1injecdo Dbdlus

intravenosa de 5 mg/kg em ratos tipo selvagem adultos;

A  Figura 11 apresenta o perfil farmacocinético da
concentracdo no soro de sTNALP-FcD10 em ratos tipo selvagem
recém-nascidos. As concentracdes no soro de sTNALP-FcD10
como funcdo do tempo apds uma Unica injecdo i.p. (painel A)
ou s.c. (painel B) de 3,7 mg/kg em ratos tipo selvagem

recém-nascidos (1 dia de idade);

A Figura 12 apresenta o perfil farmacocinético previsto de
STNALP-FcD10 no soro. Os niveis estaciondrios em circulacéo
previstos méximos (Cmax) e minimos (Cmin) de sSTNALP-FcD10
apbds 1njecdes subcuténeas repetidas (a cada 24h) de 10

mg/kg em ratos recém-nascidos;

A Figura 13 apresenta o perfil farmacocinético testado
experimentalmente de sTNALP-FcD10 no soro de ratos recém-
nascidos. 0s nivelis estacionédrios em circulacdo minimos
(Cmin) testados de sSTNALP-FcD10 24 h apds as uUltimas
injecdes subcutdneas de 10 mg/kg em ratos recém-nascidos.

Homo: homozigdbtico; hetero: heterozigdtico;

A Figura 14 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo
(15 dias), dose baixa (1 mg/kg), em termos das
concentracdes de STNALP-FcD10 no soro em ratos Akp2#’
tratados. As concentracdes de sTNALP-FcD10 no soro no dia
16 de ratos tratados com injecdes s.c. didrias de 1 mg/kg

de sTNALP-FcD10;

A Figura 15 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo
(15 dias), dose baixa (1 ng/kqg), em termos das
concentracdes de PPi no soro de ratos AkpZ#f tratados.

Medicdo de concentracdes de PPi no soro. Uma dose baixa de
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1 mg/kg foi suficiente para normalizar os niveis de PPi em

ratos tratados por ERT;

A Figura 16 apresenta resultados de eficacia a curto prazo
(15 dias), dose baixa (1 mg/kg), em termos de morfologia da
fise em ratos Akp2#7 tratados. A coloracdo tricrdémica de
Goldner das placas de crescimento de ratos Akp24_ tipo
selvagem, ndo tratados e tratados. As placas de crescimento
tibial proximal (fises) apresentaram alargamento excessivo
da zona hipertrédfica em ambos os ratos AkpZik'injetados com
STNALP-FcD10 e wveiculo, o que é consistente com raquitismo
precoce. Contudo, a morfologia da fise pareceu menos

perturbada nos animais tratados com sTNALP-FcD10;

A Figura 17 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo
(15 dias), dose baixa (1 mg/kg), em termos do tamanho da
drea hipertréfica da fise de ratos Akp27#’ tratados. O
tamanho da &rea hipertrdéfica da placa de crescimento é
expresso como uma percentagem da &rea total da placa de
crescimento. De notar a normalizacdo da &rea hipertrdfica

nos ratos tratados;

A Figura 18 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo
(15 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos do peso
corporal nos ratos Akp2’”’ tratados. O efeito de sTNALP-
FcD10 no peso corporal;

A Figura 19 apresenta resultados de eficadcia a curto prazo
(15 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos do
comprimento dos ossos longos nos ratos .Akp27#’ tratados.
Efeito de sTNALP-FcD10 no comprimento do fémur e da tibia

(medicbes efetuadas ao dia 16);

A Figura 20 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo

(15 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos das
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concentracdes de sTNALP-FcD10 no soro de ratos Akp2’#
tratados. As concentracdes de sTNALP-FcD10 no soro ao dia
16 de ratos tratados durante 15 dias com injecdes s.c.

diadrias de 8,2 mg/kg de sSTNALP-FcD10;

A Figura 21 apresenta resultados de eficdcia a curto prazo
(15 dias), dose elevada (8,2 mg/kqg), em termos da
mineralizacdo o&ssea em ratos Akp2#’ tratados. Anéadlise de
raios-X dos pés, caixas toracicas e membros posteriores de
ratos Akp27/7 (16 dias) e uma tabela de distribuicdo de
imagem Faxitron™. Os pés e caixas toréacicas foram
classificados como graves, moderados ou saudavels, para ter
em conta a extensdo dos defeitos de mineralizacédo 6ssea. As
pernas foram simplesmente classificadas como aberrantes
(pelo menos um defeito) ou saudaveis (sem defeitos

visiveis);

A Figura 22 apresenta resultados de eficacia a curto prazo
(15 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos dos defeitos
nos dentes de ratos Akp2’#'tratados. A andlise histolégica
dos dentes de ratos Akp27#'injetados com veiculo ou sSTNALP-
FcD10 e ratos tipo selvagem. Seccdes finas foram preparadas
e coradas como descrito em Millan et al. PDL = ligamento

peridontal;

A Figura 23 apresenta resultados de eficdcia a longo prazo
(52 dias), dose elevada (8,2 mg/kqg), em termos da
sobrevivéncia de ratos Akp2 /" tratados. A sobrevivéncia de
ratos Akp27k' tratados com STNALP-FcD10 a longo prazo
comparada com a morte precoce de Akp2_k'tratados apenas com

o controlo veiculo;

A Figura 24 apresenta resultados de eficdcia a longo prazo

(52 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos de tamanho,
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mobilidade e aparéncia de ratos Akp27# tratados. O
tratamento normaliza o tamanho, a mobilidade e a aparéncia
de ratos Akp27#’ tratados. Ratos nao tratados da mesma

ninhada sdo apresentados para comparacdo;

A Figura 25 apresenta resultados de eficdcia a longo prazo
(52 dias), dose elevada (8,2 mg/kqg), em termos de
mineralizacdo e comprimento dos ossos em ratos Akp2’#
tratados. Imagens de raios-X dos ossos metatarsianos de
ratos Akp27#' tratados com 46 e 53 dias de idade em

comparacdo com ratos tipo selvagem;

A Figura 26 apresenta resultados de eficadcia a longo prazo
(52 dias), dose elevada (8,2 mg/kg), em termos das
concentracdes de sSTNALP-FcD10 no soro em ratos Akp27k
tratados. As concentracdes de sTNALP-FcD10 no soro ao dia
53 de ratos tratados durante 52 dias com injecdes s.cC.

diadrias de 8,2 mg/kg de STNALP-FcD10;

A Figura 27 apresenta A) curvas de sobrevivéncia para ratos
Akp27#’ que receberam doses de sTNALP-FcD10 de 4,3 mg/kg
diariamente (Tx-1) ou 15,2 mg/kg a cada 3 dias (Tx-3) ou
15,2 mg/kg a cada semana (Tx-7) e B) sobrevivéncia mediana
para cada um destes regimes. A sobrevivéncia dos ratos
tratados foil comparada com a sobrevivéncia dos ratos

injetados com veiculo;

A Figura 28 apresenta A) curvas de sobrevivéncia para ratos
Akp27#’ que receberam doses de STNALP-FcD1O de 8,2 mg/kg
diariamente (RTx), com inicio ao dia 15 apds o nascimento e
B) sobrevivéncias medianas para os ratos tratados e ratos
injetados com veiculo. A sobrevivéncia dos ratos tratados é
comparada com a sobrevivéncia dos ratos injetados com

veiculo (RVeiculo):;
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A Figura 29 apresenta os efeitos no peso corporal de doses
didrias de 8,2 mg/kg de SsTNALP-FcD10 injetados em ratos
Akp2”/~ (RTx), com inicio ao dia 15 apbés o nascimento. Os
pesos corporails didrios sdo comparados com o0s pesos dos
ratos Akp2#7 injetados com veiculo (RVeiculo) ou ratos tipo

selvagem da mesma ninhada;

A Figura 30 apresenta um alinhamento de varios ALPs
estabelecido em alinhamento de sequéncias multiplas
CLUSTAL™ W (1.82), nomeadamente uma sequéncia de TNALP
bovina (SEQ ID NO: 6); uma sequéncia de TNALP de gato (SEQ
ID NO: 7), uma sequéncia de TNALP humana (SEQ ID NO: 8),
uma sequéncia de TNALP de rato (SEQ ID NO: 9), uma
sequéncia de TNALP de ratazana (SEQ ID NO: 10) e uma
sequéncia de TNALP de cédo parcial (SEQ ID NO: 11), em que a
natureza dos primeiros 22 residuos de aminocacidos é
desconhecida; uma IALP humana (SEQ ID NO: 12) (N° Acesso:
NP 001622), wuma GCALP humana (SEQ ID NO: 13) (N° Acesso:
P10696), e uma PLALP humana (SEQ ID NO: 14) (N° Acesso:

Wk 17

NP 112603). significa que os residuos naquela coluna séao
idénticos em todas as sequéncias do alinhamento,
significa que foram observadas substituicdes conservadas, e
n Significa que foram observadas substituicoes
semiconservadas. Uma sequéncia consenso derivada deste
alinhamento (SEQ ID NO: 15) também é apresentada, em que x

¢ um aminoacido qualdquer;

A Figura 31 apresenta um alinhamento de TNALPs de varias
espécies estabelecidas em alinhamento de  sequéncias
miltiplas CLUSTAL™ W (1.82), nomeadamente a sequéncia
bovina (SEQ ID NO: 6); a sequéncia de gato (SEQ ID NO: 7),
a sequéncia humana (SEQ ID NO: 8), a sequéncia de rato (SEQ

ID NO: 9), a sequéncia de ratazana (SEQ ID NO: 10) e a
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sequéncia de TNALP de cé&o parcial (SEQ ID NO: 11), em que a
natureza dos primeiros 22 residuos de amincacidos &

W ok 27

desconhecida; significa que os residuos naquela coluna
sdo idénticos em todas as sequéncias do alinhamento,
significa que foram observadas substituicdes conservadas, e
o Significa que foram observadas substituicdes
semiconservadas. Uma sequéncia consenso derivada deste
alinhamento (SEQ ID NO: 16) também & apresentada, em que x

é um aminoacido qualquer; e
A Figura 32 apresenta as sequéncias de acidos nucleicos
(SEQ ID NO: 17) que codificam a sequéncia polipeptidica

descrita na Figura 1.

DESCRIQAO DAS FORMAS DE REALIZAQAO ILUSTRATIVAS

Os exemplos fornecidos a seguir mostram o primeiro
tratamento de ratos deficientes para TNALP (Akp2 /") com
sucesso, usando injecdes subcuténeas de uma forma

recombinante de ALP. Os ratos AkpZ#f recapitulam a forma

pré-infantil grave e frequentemente letal de
hipofosfatasia.
Foi utilizado o) bem conhecido modelo de rato

homozigoticamente deficiente para TNSALP, que recapitula
muitas das anomalias esqueléticas e bioguimicas associadas
com HPP pré-infantil. Os ratos foram tratados com uma nova
forma recombinante soluvel de TNSALP humana, modificada na
sua extremidade carboxi, para conter um spacer na forma da
regido de fragmento cristalizdvel (Fc) de IgG-1 humana,
ligado a uma sequéncia de localizacdo no osso, composta por
dez residuos sequenciais de é&cido aspartico (D10). Foi
demonstrado que, em relacdo a TNSALP nativa purificada do

rim, a forma recombinante modificada desta enzima liga-se a
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hidroxiapatite com muito mais afinidade, enquanto retém a
sua atividade enzimatica. O tratamento <com a TNSALP
recombinante da presente invencdo normaliza, de forma
surpreendente, o0s niveis de PPi no plasma, e melhora a
mineralizacdo dos pés, membros posteriores e denticido de
ratos homozigoticamente deficientes, em comparacdo com
ratos que receberam apenas veiculo. Observou-se dque o
tratamento também prolongou a sobrevivéncia, atingindo
praticamente normalizacdo radiogréafica do fendtipo

esquelético.

Para além do seu efeito terapéutico benéfico in vivo,
também se verificou, de forma surpreendente, que a forma
ativa recombinante da enzima recombinante que contém um
spacer, ¢ expressa em niveis mais elevados do dque a sua
forma correspondente recombinante que ndo contém o spacer.
Adicionalmente, demonstrou-se que a enzima funciona como um

tetramero.

A presente invencdo é 1lustrada em mais detalhe pelos

seguintes exemplos ndo limitativos.

EXEMPLO 1

Expressdao e purificagdo de sTNALP-FcD1l0 recombinante

De modo a facilitar a expressdao e purificacdo de TNALP
recombinante, a sequéncia C-terminal  Thidrofdébica que
especifica a ligacdo da é&ncora GPI em TNALP foi eliminada,
para tornd-la numa enzima secretada soluvel (Di Mauro et
al. 2002). A sequéncia codificante do ectodominio de TNALP
também foi estendida com a regido Fc da IgG humana (y' de
(IgGl)), Swiss-Prot PO01857). Isto permitiu a purificacéo

rdpida da enzima recombinante em cromatografia com proteina
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A e, surpreendentemente, aumentou a sua expressao.
Adicionalmente, para dirigir a TNALP recombinante para o
tecido &ésseo, uma sequéncia de dez aspartatos (D10) foi
ligada ao C-terminal da regido Fc. Esta forma quimérica de
TNALP, designada por TNALP-FcD10, retém atividade
enzimdtica completa gquando testada a pH 9,8 usando o
substrato artificial p-nitrofenilfosfato, e quando testada
a pH 7,4, usando pirofosfato inorgdnico (PPi), como o
substrato fisioldgico. Tal como na forma de TNALP que
existe naturalmente, o péptido de sinalizacdo N-terminal ¢é
clivada durante a translocacdo co-translacional da proteina
no reticulo endoplasmdtico rugoso. O seu desenho e
estrutura sdo ilustrados esquematicamente na Figura 1. A
sequéncia de aminodcidos da proteina de fusdo (incluindo o
péptido de sinalizacdo) é apresentada na Figura 2. A
sequéncia de aminodcidos da proteina de fusdo tal como
secretada (isto ¢, sem o ©péptido de sinalizacéo) é

apresentada na Figura 3.

O método que foi utilizado para construir esta proteina de
fusdo é o seguinte. O ADNc que codifica a proteina de fuséao
(ver Figura 32) foi inserido no vetor PIRES (Clontech™) no
primeiro local de clonagem multipla, localizado a montante
de IRES, usando os 1locais de restricdo por endonuclease
Nhel e BamHI. O gene da redutase dihidrofolato (DHFR) foi
inserido no segundo local de clonagem multipla, localizado
a Jusante de IRES, usando os locals de restricdo por
endonucleases Smal e Xbal. O vetor resultante foi
transfectado em células de ovario de hamster chinés (CHO-
DG44), que ndo possuem ambos os alelos do gene DHFR (Urlaub
et al. 1983, obtido de Dr Lawrence A. Chasin, Universidade
de Columbia), usando o kit de transfeccdo Lipofectamine™
(Invitrogen). Dois dias apds a transfeccdo, o meio foi

mudado e as células foram mantidas num meio sem nucledtidos
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(IMDM suplementado com 5% FBS dializado) durante 15 dias,
para 1solar transfectantes estaveis para clonagem por

placa.

As células dos trés melhores clones dos cinco originalmente
selecionados a crescer no meio sem nucledtidos foram
misturadas e adicionalmente cultivadas em meio (IMDM + 5%
FBS dializado), contendo concentracao aumentada de
metotrexato (MTX). As culturas resistentes a 50 nM de MTX
foram adicionalmente expandidas em Cellstacks™ (Corning)
contendo meio IMDM suplementado com 5% FBS. Depois de
atingir confluéncia, a camada de células foi lavada com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), e as células
foram incubadas durante trés dias adicionais com IMDM
contendo 3,5 mM de butirato de sédio, para aumentar a
expressdao de proteina. No fim da cultura, a concentracédo de
STNALP-FcD10 no meio foi de 3,5 mg/L, o que fol determinado

pela medicdo da atividade enzimatica de TNALP.

Os niveis de sALP-FcD10 no meio foram quantificados usando
um ensaio colorimétrico para a atividade de ALP, onde a
absorvancia de p-nitrofenol 1libertado é proporcional aos
produtos de reacdo. A reacdo ocorreu em 100 pL de tampéo
ALP (20 mM de Bis Tris Propano (HCl) pH 9, 50 mM de NaCl,
0,5 mM de MgCl,, e 50 uM de ZnCl;), contendo 10 uL de meio
diluido e 1 mM de pNPP. O ultimo composto foi adicionado no
fim para iniciar a reacdo. A absorvancia fol registada a
405 nm a cada 45 segundos, ao longo de 20 minutos, usando
um leitor de placa espetrofotométrico. A atividade
catalitica de sTNALP-FcD10, expressa como uma taxa inicial,
fol determinada ajustando o declive mais acentuado para 8
valores sequenciais. Os padrdes foram preparados com varias
concentracdes de sALP-FcD10, e a atividade de ALP foi

determinada tal como descrito anteriormente. A curva padréo
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foli gerada pela representacdo grafica de Log da taxa
inicial como funcdo de Log das concentracdes dos padrdes. A
concentracdo de sTNALP-FcD10 nas diferentes amostras foi
lida a partir da curva padrdo, usando as suas absorvancias
de ALP respetivas. As medidas de atividade foram
transformadas em concentracdes de sALP-FcD10, usando uma
curva de calibracdo obtida pela representacdo grafica da
atividade de concentracdes conhecidas de enzima

recombinante purificada.

O sobrenadante da cultura foil depois concentrado e
submetido a diédlise contra PBS, usando filtracdo de fluxo
tangencial e colocado numa coluna MabSelect SuRe™ (GE
Health Care), equilibrada com 150 mM de NaCl, 10 mM de PO,.
As proteinas ligadas & coluna foram eluidas com 50 mM de
Tris pH 11, tampdo pH 11,0. O pH das fracdes recolhidas foil
ajustado para 8-9 com 200 mM de Tris-HC1l pH 5,5. As fracdes
contendo a maior parte do material eluido foram dializadas
contra 150 mM de NaCl, tampdo com 25 mM de PO, de sdbébdio pH
7,4 contendo 0,1 mM de MgCl,, 20 uM de ZnCl, e filtradas
com uma membrana de 0,22 pm (Millipore, Millex-GP™), em
condicdes estéreis. O rendimento total do procedimento de
purificacdo foi 50% com um grau de pureza acima dos 95%,
como determinado por SDS-PAGE corado com Sypro™ ruby. A
preparacdo de sTNALP-FcD10 purificada foli armazenada a 4°C

e permaneceu estéavel durante varios meses.

A seguinte técnica de purificacdo também foi testada com
sucesso. O sobrenadante da cultura foi concentrado e
submetido a didlise contra PBS usando filtracdo de fluxo
tangencial, e colocado numa coluna Proteina A-Sepharose™
(Hi-Trap™ 5 mL, GE Health Care), equilibrada com PBS. As
proteinas ligadas a coluna foram eluidas com 100 mM de

tampdo citrato pH 4,0. As fracdes recolhidas foram
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imediatamente ajustadas para pH 7,5 com 1 M de Tris pH 9,0.
As fracdes contendo a maior parte do material eluido foram
submetidas a didlise contra 150 mM de NaCl, tampdo 25 mM de
PO, de sbébdio pH 7,4 contendo 0,1 mM de MgCl,, 20 uM de ZnCl,
e filtradas com uma membrana de 0,22 um (Millipore, Millex-
GP™), em condicdes estéreis. O rendimento total do
procedimento de purificacdo foi 50% com um grau de pureza
acima dos 95%, como determinado por SDS-PAGE corado com
Sypro™ ruby. A preparacdo de sTNALP-FcD10 purificada foi

armazenada a 4°C e permaneceu estédvel durante varios meses.

O numero de cépias do gene STNALP-FcD10 foi aumentado pela
cultura das células CHO-DG44194 transfectadas na presenca
de quantidades aumentadas de metotrexato. Os clones de
células resistentes a 100 nM de metotrexato foram isolados
e avaliados para a sua capacidade para produzir sTNALP-
FcD10 com um rendimento elevado. Os melhores produtores
foram adaptados para cultura em suspensdo em meio Hyclone™
SFMACHO™ (n°. catédlogo SH30549) na auséncia de soro fetal
bovino. As culturas gue mantiveram um rendimento de
producdo elevado nestas condicdes foram transferidas para
sacos de biorreator Wave™. O meio (volume total de 25 mL)
foi inoculado a uma densidade de 0,4x10° células por mL. A
temperatura do meio de cultura foi mantida a 37°C até a
densidade celular atingir 2x10° células/mL. A temperatura
foi entdo reduzida para 30°C e a cultura foil suplementada
com 125 mL de meio genérico para CHO (Sigma C1615).
Observou-se que estas condic¢des abrandam a divisédo celular
e aumentam a secrecdo de produto no meio de cultura. Estas
condicdes foram mantidas durante 6 dias antes de recolher o
sobrenadante da cultura de células contendo a sTNALP-FcD10

secretada.

EXEMPLO 2
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Expressdao comparativa de sTNALP-D10 e sTNALP-FcD10

Os vetores plasmidicos que codificam sTNALP-D10 e sTNALP-
FcD10 foram transfectados em células CHO-DG44, usando
Lipofectamine™; as células foram cultivadas em meio
seletivo (sem nucledtidos), formulado para promover a
sobrevivéncia das células com expressdo do gene DHFR, como
descrito no Exemplo 1 acima. O0s transfectantes estéveis
foram isolados por clonagem em placa e classificados de
acordo com o seu nivel de expressdo de proteina, usando o
ensalo enzimadtico de fosfatase alcalina também descrito no
Exemplo 1 anterior. O teste permitiu a identificacdo de um
clone para sTNALP-D10 (0,120 pg/célula/dia) e cinco clones
para SsTNALP-FcD1O (0,377, 0,258, 0,203, 0,099 e 0,088
pg/célula/dia). A amplificacdo do gene metotrexato (MTX)
foi realizada tal como no Exemplo 1 anterior (MTX a variar
de 0 a 100 mM), e permitiu um aumento de expressao de 8
vezes para sTNALP-FcD10, ao passo que ndo foli observada
amplificacdo com as culturas de sTNALP-D10 (ver Figura 4).
Usando um processo semelhante para o desenvolvimento de
linhas celulares, observou-se, de forma inesperada, dque a
proteina sTNALP-FcD10 foi mais facil de expressar em

comparacdo com sTNALP-D10 (ver Figura 4).

EXEMPLO 3

Caracterizagdo de sTNALP-FcD1l0

STNALP-FcD10 foi primeiro purificada em Proteina A-

Sepharose™ e foi analisada em SDS-PAGE em condicdes

redutoras e ndo redutoras.
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Sob condicdes redutoras, a proteina migrou na forma de uma
banda larga com uma massa molecular aparente de ~90.000 Da
(DTT+ na Figura 5). A digestdo com péptido N-glicosilase F
(PNGAse F) reduziu a massa molecular aparente da proteina
para cerca de 80.000, o que se aproxima bastante da massa
calculada de 80.500 Da para o monbmero ndo glicosilado de
STNALP-FcD10 apresentado na Figura 1. A TNALP soluvel no
soro, tal como a TNALP presente na forma de proteina
ancorada a GPI na superficie exterior de osteoblastos, &
uma proteina altamente glicosilada com hidratos de carbono
compreendendo <£20% da massa total da enzima (Farley e
Magnusson 2005). Apesar das estruturas de hidratos de
carbono especificas em TNALP n&do terem sido identificadas,
estudos de sequéncias indicam gque a enzima possui cinco
locais possiveis para glicosilacdo ligada a N, e estudos
biogquimicos mostraram evidéncias de hidratos de carbono,
ligados a N e a O (Nosjean et al. 1997). De acordo com
estas primeiras observacdes, a migracdo electroforética de
STNALP-FcD10 e a sua sensibilidade a PNGAse F sugerem due
se trata também de uma proteina altamente glicosilada.
TNALP soluvel no soro, assim como TNALP presente como
proteina ancorada a GPI na superficie exterior de
osteoblastos, ¢é uma proteina altamente glicosilada com
hidratos de carbono compreendendo <20% da massa total da

enzima (Farley e Magnusson 2005).

Quando o SDS-PAGE foi repetido em condicdes ndo redutoras,
observou-se gque a massa molecular aparente de sTNALP-FcDI1O0
era de 200.000 (DTT- na Figura 5), consistente com a de um
homodimero, como em TNALP nativa nédo alterada (Milléan
2006) . Este homodimero resulta provavelmente da formacdo de
duas pontes bissulfito entre duas regides Fc monoméricas

(painel superior direito, Figura 5).
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A massa molecular de sTNALP-FcD10 purificada em condicdes
nativas fol seguidamente avaliada usando cromatografia FPLC
de exclusdao molecular numa coluna Sephacryl™ S-300 (GE
Health Care), equilibrada com 150 mM de NaCl, 20 mM de
tampdo Tris pH 7,5. A coluna fol previamente calibrada com
um kit de proteina padrao (kit de calibracdo HMW, GE Health

Care) (painel inferior esquerdo, Figura 5).

As fracdes recolhidas da cromatografia foram testadas para
a atividade enzimadtica de fosfatase alcalina e o material
em cada pico. De forma surpreendente, 78% do material eluiu
numa posicdo correspondendo a proteinas de 370 kDa (painel
inferior esquerdo, Figura 5), sugerindo uma forma em
tetrédmero para a enzima recombinante sTNALP-FcD10 nativa
produzida em células CHO. Quando as fracdes da coluna
Sephacryl™ S-300 foram testadas para atividade, toda a
atividade enzimédtica foi associada com a fracdo de 370 kDa.
O material restante apresentou um peso molecular muito
superior, indicando a formacdo de alguns agregados de
STNALP-FcD10. Ambas a forma tetramérica, a dgqual nao pode
ser observada em SDS-PAGE porque este destrdi a ligacdo néo
covalente que mantém o tetrdmero ligado, e a forma em
agregados foram resolvidas como mondémeros de STNALP-FcD10
com um peso molecular aparente de 90.000 por SDS-PAGE em
condicdes redutoras (DTT+, painel inferior da direita na
Figura 5), e como dimeros com um peso molecular aparente de
200.000 em condicdes ndo redutoras (DTT-, painel inferior
direito na Figura 5). A sTNALP-FcD10 recombinante parece
consistir principalmente em homotetrémeros enzimaticamente
funcionais formados por uma associacdo ndo covalente de

dois dimeros de sTNALP-FcD10 ligados por dissulfito.

A estrutura em tetrédmero de sTNALP-FcD10 foi ainda testada

por digestdo limitada por papaina (Figuras ©6-8). Sabe-se
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que esta protease cliva cadeias pesadas de IgG perto da
regido flexivel e na extremidade N-terminal das ligacdes
dissulfito, gerando assim fragmentos Fab monoméricos
inteiros e dimeros Fc diméricos ligados por dissulfito. A
digestdo de sTNALP-FcD10 deve assim libertar dimeros de
STNALP-FcD10 enzimaticamente ativos dos dominios Fc

intactos (ver Figura 6).

As aliquotas contendo 400 ung de sTNALP-FcD10 foram
digeridas com 208 mM de agarose de papaina (Sigma) num
tampao fosfato 20 mM (pH 7,0), contendo 250 uM de
ditiotreitol. Deixou-se a digestdo prosseguir a 37°C
durante 1 hora em agitacdo suave. A reacdo foi parada
removendo as contas de agarose de papaina por
centrifugacdo. Nestas condicdes, ndo se verificou perda
significativa da atividade enzimdtica de sTNALP-FcD10
durante as primeiras 4 horas de incubacdo. A sTNALP-FcD10
incubada durante 1 hora na presenca ou auséncia de agarose
de papaina fol seguidamente analisada por SEC-HPLC em TSK-
Gel G3000WXL (Tosoh Bioscience), em condicodes nao

desnaturantes.

A Figura 7 mostra que o principal produto eluido com um Mr
aparente de 370 kDa j& ndo fol observado apds uma digestio
de 1 hora com papaina. Nestas condicdes, a digestdo com
papaina leva a formacdo de dois fragmentos de 135 kDa e 62
kDa, respetivamente. Um pico menor com Mr de 35 kDa também

foi observado.

Em condic¢des SDS-PAGE redutoras (DTT+, Figura 8), o produto
da amostra ndo tratada com papaina fol resolvido numa banda
principal (102 kDa) (DTT+, papaina-), a qual se mostrou
previamente que corresponde a STNALP-FcD10 monomérica. Em

Western blots, esta banda pode de facto, ser corada com
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anticorpos para TNALP e para o dominio Fc da molécula de
IgG:y (ndo mostrado). Depois da digestdo com papaina, esta
banda é clivada em dois fragmentos principais: 1) a banda
com 32 kDa, a qual se liga ao anticorpo anti-Fc mas nédo ao
anticorpo anti-TNALP, e se propde dque corresponde ao
fragmento FcD10; e 2) a banda de proteina larga e difusa
(66 — 90 kDa), a qual pode ser corada com o anticorpo anti-
TNALP mas ndo com o anticorpo anti-Fc, e por isso se pensa
que corresponde a mondtmeros do ectodominio de TNALP. A
heterogeneidade deste material é presumivelmente devida a
sua glicosilacdo e pode ser reduzida por digestdo com
péptido N-glicosidase F, a qual também diminui a sua massa

molecular aparente para 52 kDa (resultados ndo mostrados) ;

Em condicdes ndo redutoras (DTT-, Figura 8), observou-se
que a sTNALP-FcD10 incubada sem papaina migra em SDS-PAGE
como uma proteina de 216 kDa (DTT-, papaina-, Figura 8). A
andlise por Western blot também demonstra que esta proteina
contém epitopos para o0s grupos TNALP e Fc (resultados né&o
mostrados). Foli previamente proposto que esta espécie
molecular consiste em dimeros sTNALP-FcD10 1ligados por
dissulfito. Tal como em condicdes redutoras, a clivagem por
papaina em condicdes ndo redutoras (DTT-, papaina+) leva a
formacdo de dois fragmentos. Em Western blots, o fragmento
de 55 kDa pode ser corado com o anticorpo anti-Fc mas nao
com © anticorpo anti-TNALP. Este fragmento & muito
provavelmente idéntico a forma de 62 kDa observada em SEC-
HPLC em condic¢des nativas, e é proposto gue corresponde a
dimeros de Fc ligados por dissulfito. A outra forma
principal migra da mesma forma que a principal banda de
proteina (66-90 kDa) observada em condicdes redutoras. Isto
& consistente com o facto de ser constituida por mondémeros
de ectodominio de TNALP. Quando analisados por HPLC em

condicdes nao desnaturantes, estes monémeros estdo
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associados de forma ndo covalente nos dimeros de TNALP
enzimaticamente ativos, eluindo da coluna SEC como a forma
de 135 kDa.

EXEMPLO 4

Afinidade comparada para hidroxiapatite da proteina sTNALP-

FcD1l0 e sALP de rim bovino

A afinidade da proteina sTNALP-FcD10 purificada para
hidroxiapatite também foi comparada <com a fosfatase
alcalina soluvel de rim bovino (tecidual ndo especifica)
(Calzyme), usando o seguinte procedimento. A TNALP de rim
bovino foi wusada em vez TNALP O6ssea humana porgque se
encontrava disponivel comercialmente. Contas de
hidroxiapatite ceramicas (Biorad) foram primeiro
solubilizadas em 1 M de HCl e o mineral foi precipitado
alterando o pH da solucdo para 7,4 com 10 N de NaOH. A
ligacdo a este mineral reconstituido foi realizada pela
incubacdo de aliquotas da suspensdo mineral contendo 750 ug
de mineral com 5 pg de proteina em 100 uL de NaCl 150 mM,
tampdo fosfato 80 mM pH 7,4. As amostras foram mantidas a
21 + 2°C durante 30 minutos numa roda de rotacdo. O mineral
foi centrifugado por centrifugacdo a baixa velocidade e a
atividade enzimadtica total recuperada no pellet mineral e
no sobrenadante foi medida. A Figura 9 mostra claramente
que a STNALP-FcD10 se 1liga de forma mais eficiente ao
mineral hidroxiapatite reconstituido, gque a TNALP de rim
bovino. Adicionalmente, a maior parte da proteina sTNALP-
FcD10 recombinante introduzida no ensaio foil recuperada
pela soma da atividade enzimdtica recuperada na fracéo
ligada e na fracdo ndo ligada. Isto indica que a ligacado da
proteina recombinante a fase de mineral reconstituido né&o

altera significativamente a sua atividade enzimatica.
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EXEMPLO 5

Modelo de rato

Os ratos Akp2#7 foram criados pela insercdo de uma cassete
Neo no exdo VI do gene TNALP do rato (Akp2), via
recombinacdo homdéloga (Narisawa et al. 1997; Fedde et al.
1999). Esta mutacdo levou a 1inativacdo do gene Akp2 e o
ARNm e a proteina de TNALP ndo sado detetados nestes ratos
knockout (Narisawa et al. 1997). Fenotipicamente, os ratos
Akp2#" recapitulam HPP pré-infantil grave. Estes ratos néo
apresentam um fendtipo de hipofosfatasia ébvio a nascenca,
aparecendo os defeitos esqueléticos normalmente por volta
do dia 6, e pioram ©posteriormente. Eles apresentam
crescimento atrofiado com raquitismo, desenvolvem
convulsdes epiléticas e apneia, e observou-se dJue morrem
entre os dias 12 e 16 apdés o nascimento. Tal como o0s
doentes com HPP, os ratos Akp2”‘ exibem hipofosfatasemia
devido a uma deficiéncia global na atividade de TNALP,
acumulacdo enddbgena dos substratos de ALP, PPi, PLP e PEA,
e sofrem de mineralizacéo comprometida da matriz
esquelética, levando a raquitismo e osteomalacia (Fedde et

al. 1999).

Para compreender como os defeitos na fosfatase alcalina
podem levar a manifestacdes neuroldgicas em humanos e
ratos, é preciso rever o papel e metabolismo da vitamina B6
no SNC. A vitamina B6 é um nutriente importante gque serve
como cofator para pelo menos 110 enzimas, incluindo as
enzimas envolvidas na biossintese dos neurotransmissores
adcido vy-aminobutirico (GARA), dopamina e serotonina. A
vitamina B6 pode ser encontrada em trés formas livres
(provitamina), isto é, piridoxal (PL), piridoxamina (PM) e

piridoxina (PN), sendo que todas podem ser fosforiladas
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para os derivados 5’-fosforilados correspondentes, PLP, PMP
e PNP (Jansonius 1998). A remocdo do grupo fosfato & uma
funcdo de ALP, e principalmente da isocenzima TNALP (Whyte
2001). Uma vez dJgue apenas provitaminas desfosforiladas
podem ser transportadas para as células, a atividade
diminuida de TNALP em hipofosfatasia resulta num aumento
significativo em PLP plasmatico (Whyte et al. 1985; Whyte
2001) e deficiéncia intracelular de PLP nos tecidos
periféricos e sistema nervoso central, onde leva a niveis
cerebrais reduzidos de GABA. Também foi considerado que as
convulsdes epiléticas observadas nestes animais resultam da
disfuncédo da &cido glutémico descarboxilase, devido a falta

de PLP (Waymire et al. 1995).

O suplemento de piridoxina inibe as convulsdes epiléticas
em ratos Akp2 /", mas prolonga a sua sobrevivéncia apenas
alguns dias, até aos dias 18-22 apds o nascimento (Narisawa
et al. 2001). Assim, deu-se livre acesso a todos os animais
neste estudo (reprodutores, méde de aleitamento, filhotes e
desmamados) a uma dieta de roedor de laboratédrio modificada

5001 com niveis aumentados (325 ppm) de piridoxina.

Os ratos AkpZJ_ (base hibrida 12,5% C57BL/6 - 87,5% 129J)
foram mantidos por criacdo heterozigética. Animais, pares
reprodutores ou mé@e de aleitamento com os seus filhotes,
foram acomodados numa caixa de pléastico com fundo sdélido,
equipada com um sistema automédtico de fornecimento de agua.
Todos os animais tinham acesso livre a uma dieta de roedor
de laboratédrio modificada 5001 com 325 ppm de piridoxina
(#48057, TestDiet™). As concentracdes maximas permitidas de
contaminantes na dieta (por exemplo, metais pesados,
aflatoxina, organofosfato, hidrocarbonetos clorados, PCBs)

foram asseguradas pelos fabricantes. Ndo estavam presentes
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contaminantes conhecidos no material alimentar para
influenciar a toxicidade do artigo de teste.

EXEMPLO 6

Farmacocinética e distribuigcdo tecidual de sTNALP-FcD10

injetada em ratos tipo selvagem

Recolha de amostras de sangue

As amostras de sangue foram recolhidas em tubos de heparina
de litio (VWR, #CBD365958), colocadas em gelo durante um
periodo maximo de 20 minutos antes de centrifugacdo a 2500
g durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Pelo menos 15
uL de plasma foram transferidos para um tubo de 0,5 mL
(Sarstedt, #72.699), congelados em azoto liquido e
armazenados a -80°C até a&a realizacdo do ensaio. Se
disponivel, outros < 50 ulL de plasma foram transferidos
para um tubo de 0,5 mL, inativados a 65°C durante 10
minutos, congelados em azoto liquido e armazenados a -80°C
até a realizacdo do ensaio. Qualquer plasma restante foi
misturado com a aliquota de 15 ulL, congelado em azoto

liquido e armazenado a -80°C até a realizacdo do ensaio.

Determinagdo de sTNALP-FcD1l0 no plasma

A presenca de sTNALP-FcD10 nas amostras de plasma foi
estudada depois do fim do tratamento, usando um ensaio
enzimatico colorimétrico. A atividade enzimatica foi
determinada usando um substrato cromogénico, onde o aumento
de absorvancia é proporcional a conversdo do substrato em
produtos. A reacdo fol realizada em 100 uL de tampdo 50 mM
NaCl, tampdo 20 mM Bis Tris Propano (HCl) pH 9 contendo 0,5
mM de MgCl, e 50 mM ZnCl,, ao qual foram adicionados 10 uL
de amostra de plasma diluida. O substrato de APL, p-
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nitrofenil foi adicionado no fim, a uma concentracdo final
de 1 mM para iniciar a reacao. A absorvancia fol registada
a 405 nm, a cada 45 segundos ao longo de um periodo de 20
minutos, usando um leitor de placas Spectramax™ 190
(Molecular devices). A atividade enzimatica de sTNALP-FcD1O0
expressa como uma taxa inicial de reacdo, foi determinada
ajustando o declive mais acentuado ao longo de 8 valores de
leitura adjacentes. Os padrdes foram ©preparados com
diferentes concentracdes do artigo de teste, e a atividade
enzimadtica foi determinada tal como descrito anteriormente
no Exemplo 1. A curva padradao foi gerada pela representacéao
grafica de Log da taxa inicial como funcdo de Log das
quantidades dos padrdes. A concentracdo de sTNALP-FcD10 das
diferentes amostras de plasma foi lida diretamente a partir
da curva ©padréo, usando a sua atividade enzimética

respetiva.

Determinagdo de PPi no plasma

Os niveis de PPi em circulacdo foram medidos no soro obtido
a partir da puncdo cardiaca, usando adsorcédo diferencial em
carvao ativado de UDP-D-[6-°H]glicose (Amersham Pharmacia),
a partir do produto de reacdo de 6-fosfol[6-’H]gluconato,

tal como previamente descrito (Johnson et al. 1999).

Meia vida e distribuicdo tecidual de sTNALP-FcD10

Em ratos tipo selvagem adultos, foi determinada a meia vida
e distribuicdo tecidual de sTNALP-FcD10 injetada em ratos.
A Figura 10 sumariza a sua farmacocinética e distribuicéo
tecidual apds uma uUnica 1injecdo bolus intravenosa de 5

mg/kg em ratos tipo selvagem adultos.
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A meia vida foi de 34 h no sangue com uma acumulacdo da
STNALP-FcD10 marcada com [*?°I] no osso de, no méximo, 1
ug/g de osso (peso humido). Esta meia-vida é comparavel a
observada previamente em ensaios clinicos descritos, dque
ndo tiveram sucesso. Os nivels de material dirigido ao osso
pareceram bastante estéaveis, uma vez gue ndo se observou
diminuicéo significativa em sTNALP-FcD10 marcada
radiocativamente durante a experiéncia. Nao foi observada
acumulacdo de sTNALP-FcD10 no musculo, uma vez dJue a
quantidade de enzima marcada radiocativamente diminuiu neste
tecido em paralelo com a atividade enzimatica de sTNALP-

FcD10 no sangue.

Em ratos recém-nascidos. Uma vez que o0s ratos Akp2#7 morrem
entre 12-16 dias e injecdo i.v. ndo é possivel em ratos téo
novos, a analise farmacocinética de SsTNALP-FcD10 no soro
foli repetida usando as vias i.p. e s.c. em ratos tipo
selvagem recém-nascidos, usando uma dose de 3,7 mg/kg.
Observou-se que a via 1i.p. era inadequada devido a pressao
elevada na cavidade abdominal, levando a perdas
imprevisiveis através do local de injecdo (Figura 11A). A
via s.c. fol mais reprodutivel em ratos recém-nascidos, tal
como observado na experiéncia de PK da Figura 11B. Os
pardmetros farmacocinéticos de sSTNALP-FcD10 em ratos recém-

nascidos e adultos sdo apresentados na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Pardmetros farmacocinéticos de sTNALP-FcD10 em

ratos tipo selvagem recém-nascidos

Paradmetro Recém-nascido

S.C. i.p.
T 1/2 (h) 31 19
Tmax (h) o 9
Cmax (mg/L) 5 3
AUCinf (mg/L/h) 257 92

Estes resultados de PK, analisados pelo software WinNonlin™

(Pharsight Corporation, Mountain View, CA), foram usados
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para prever os niveis em circulacdo no sangue de sTNALP-
FcD10, obtidos apds 1injecdes s.c. diarias repetidas.
STNALP-FcD10 em circulacdo atingiu concentracdes no soro no
estado de equilibrio oscilando entre valores de Cmin e Cmax
de 26,4 e 36,6 ug/mL, respetivamente (Figura 12). O estado
de equilibrio foil atingido apds 5 a 6 doses didrias de 10

mg/kg.

A validade das previsdes foi testada experimentalmente apds
5 injecdes diadrias de 10 mg/kg de sTNALP-FcD10. No dia da
injecdo, o gendtipo dos ratos ndo pode ser distinguido. Foi
mais tarde determinado quais dos ratos testados eram
heterozigéticos ou homozigdéticos. Nao houve diferenca no
comportamento de todos os diferentes gendtipos. Quando a
atividade de ALP em circulacdo foi medida 24h apdés a ultima
injecdo, nomeadamente no dia 6, (Cmin), observou-se uma boa
relacdo entre as concentracdes experimentais e previstas
(Figura 13). DNestes animais com 5 dias de idade néao
tratados, os niveis de TNALP no soro foram de 0,58 ug/mL.
Estes niveis irdo diminuir com a idade. Assim, foi
calculado gue o regime de injecdo permitiu a acumulacdo de
concentracdes de sTNALP-FcD10 no soro para o estado de
equilibrio, aproximadamente 50 vezes maiores do due as

concentracdes de TNALP normal.

EXEMPLO 7

Concentragdo de sTNALP-FcD10 nos ossos de ratos tipo

selvagem adultos apés administragdo intravenosa em bolus

Uma dose de 5 mg/kg de sSTNALP-FcD10 foi administrada i.v. a
ratos tipo selvagem adulto 129J. A concentracdo de sTNALP-
FcD10 no osso a T=25 horas foi como se segue: 0,64 ug/g na

calvaria; 1,33 ug/g nas tibias; e 1,37 ug/g nos fémures,



90

para uma concentracdo média de 1,1 pg/g. Em ratazanas, o
tecido 6sseo representa 16,3% da massa total. E esperado
que esta percentagem também seja encontrada no rato. O peso
corporal dos ratos usados nesta experiéncia foi de 18,4 g.
O peso calculado do tecido 6sseo destes ratos foi assim de
cerca de 18,4 g x 0,163 = 3,00 g. A guantidade calculada de
STNALP-FcD10 nos tecidos 6sseos foi de 3,33 ug. A
percentagem da dose injetada nos tecidos &6sseos fol assim

de (3,33 ng/(5 ug/g * 18,4 g)*100 = 4%.

A concentracdo de STNALP-FcD10 no osso a T=96 horas foi
como se segue: 0,83 ug/g na calvaria; 1,33 ug/g nas tibias;
e 1,63 ug/g nos fémures, para uma concentracdo média de
11,26 ung/g. O peso corporal dos ratos usados nesta
experiéncia foi de 17,8 g. O peso calculado do tecido 6sseo
destes ratos fol assim de cerca de 17,8 g x 0,163 = 2,90 g.
A qguantidade calculada de sTNALP-FcD10 nos tecidos &sseos
foli de 3,66 png. A percentagem da dose injetada nos tecidos

Osseos fol assim de (3,66 ug/ (5 pg/g * 17,8 g)*100 = 4%.

EXEMPLO 8

Concentragdo de sTNALP-FcD10 nos ossos de ratos tipo
selvagem recém-nascidos 15 dias apdés injegdo subcutdnea em

bolus

Uma dose de 4,3 mg/kg de sTNALP-FcD10 foi administrada s.c.
a ratos tipo selvagem 129J recém-nascidos todos os dias
durante 15 dias, para uma dquantidade administrada total de
65 mg/kg. A concentracdo de sTNALP-FcD10 no osso a T=24
horas foi como se segue: 6,45 ug/g na calvaria; 3,05 ug/g
nas tibias; e 3,71 ug/g nos fémures, para uma concentracio
média de 4,40 ug/g. O peso corporal dos ratos usados nesta

experiéncia foi de 9,83 g. O peso calculado do tecido bsseo
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destes ratos foi assim de cerca de 9,83 g x 0,163 = 1,60 g.
A quantidade calculada de sTNALP-FcD10 nos tecidos &sseos
foi de 7,04 ug. A percentagem da dose injetada nos tecidos

6sseos foi assim de (7,04 nug/ (65 pug/g * 9,83 g)*100 = 1%.

A concentracdo de sTNALP-FcD10 no osso a T=168 horas foi
como se segue: 5,33 ug/g na calvaria; 1,37 ug/g nas tibias;
e 1,88 ug/g nos fémures, para uma concentracdo média de
2,86 ug/g. O peso corporal dos ratos usados nesta
experiéncia foi de 14,0 g. O peso calculado do tecido 6sseo
destes ratos fol assim de cerca de 14,0 g x 0,163 = 2,28 g.
A quantidade calculada de sTNALP-FcD10 nos tecidos Osseos
foi de 6,52 png. A percentagem da dose injetada nos tecidos
6sseos foi assim de (6,52 upg/ (65 ug/g * 14 g)*100 = 0,7%. A

Tabela 3 sumariza os resultados dos Exemplos 7 e 8.

Tabela 3: Concentragdo média de sTNALP-FcD10 e percentagem

de dose injetada nos ossos

Experiéncia | Regime de Concentracdo média % de dose injetada
injecdo nos ossos (ug/g nos 0ssos
tecido humida)
bolus IV 1 x5 T =25nh T =96 h T =25nh T =96 h
mg/kg (1) (1) (1) (1)
(bolus) 1,11 1,26 43 43
bolus SC ao 15 x 4,3 T =24 nh T = 168 h T =24 h T = 168 h
longo de 15 mg/kg ) ) ) o
dias (diario) 4,40 2,86 13 0,7%

T y y r 7 y y Y ~
" tempos indicados sdo da ultima injecéo

EXEMPLO 9

Eficdcia a curto prazo (15 dias) de doses baixas (1 mg/kg)

de sTNALP-FcD1l0 para HPP em ratos Akp24'

Injecdes s.c. diarias de sTNALP-FcD10 foram realizadas
durante 15 dias em ratos Akp24’, usando 1 mg/kg. Os grupos

de tratamento foram constituidos a partir de 19 ninhadas.
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Os ratos Akp2#7 receberam veiculo (N=13) ou sTNALP-FcD10
(N=12). Os controlos consistiram em 15 ratos tipo selvagem
(um por ninhada). O0Os controlos ndo foram submetidos a
injecdes. Foi recolhido sangue 24h apdés a Ultima injecéo

como descrito no Exemplo 6.

A Figura 14 mostra que as atividades enzimadticas no soro ao
dia 16 foram pouco acima do limite de detecdo. Apesar de
valores de soro baixos para sTNALP-FcD10, os niveis de PPi
no soro foram corrigidos (Figura 15). Ratos Akp2’#' nao
tratados tinham concentracdes de PPi no soro de 1,90 £+ 0,64
umol/mL, ao passo qgue ratos AkpZ#’ tratados tinham niveis
de 1,41 * 0,30 umol/mL, compardvel com os niveis de ratos

tipo selvagem (1,52 * 0,35 umol/mL).

As placas de crescimento da tibia proximal apresentaram
algum alargamento da zona hipertrédfica em animais Akp2#’ em
comparacdo com animais tipo selvagem (comparar veiculo com
tipo selvagem na Figura 16). A mesma observacdo feita
anteriormente nesta estirpe de ratos Akp2#’ (Hessle et al.
2002) & consistente com raquitismo. Uma tendéncia no
sentido da normalizacdo da morfologia da fise foil observada
nos animais tratados com sTNALP-FcD10 durante 15 dias

(Figura 17), em comparacdo com veiculo (ndo tratado).

EXEMPLO 10

Eficidcia a curto prazo (15 dias) de doses elevadas (8,2

mg/kg) de sTNALP-FcD1l0 para HPP em ratos Akp2‘F

Para avaliar 15 dias de injecdes s.c. diéarias, usando uma
dose significativamente mais elevada de sTNALP-FcD10 (8,2
mg/kg) no crescimento e mineralizacdo o6ssea, foram usados

ratos de 20 ninhadas (141 ratos no total). Eles foram
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distribuidos em dois grupos: 1) ratos AkpZ#f aos quals foi
administrado veiculo (N=19); 2) ratos AkpZJ_ tratados com
STNALP-FcD10 (N=20); adicionalmente, houve um rato tipo

selvagem por ninhada, nao tratado (N=18).

Peso corporal

Os ratos Akp2#7 cresceram mais devagar do que os ratos tipo
selvagem. No dia 1, ndo foi observada qualquer diferenca
estatistica nos pesos corporais nos animais tipo selvagem,
tratados com veiculo ou com sTNALP-FcD10. Contudo, os pesos
corporais médios didrios divergiram no dia 6 (Figura 18). A
diferenca entre tipo selvagem (4,2 * 0,6 g) e veiculo (3,7
+ 0,7 g) foli estatisticamente significativa (p=0,0217) no
dia 6; mas a diferenca entre os valores de ratos tratados
com veiculo (5,9 + 1,0 g) e sTNALP-FcD10 (6,7 £ 1,0 g) foi
estatisticamente significativa no dia 11 (p=0,04), com o
grupo tratado paradoxalmente mais pesado do dgque o grupo
tipo selvagem. Ao dia 16, o peso corporal médio dos animais
tratados (8,2 * 1,1 g) e tipo selvagem (8,4 * 0,8 g) néo
foram estatisticamente diferentes. Os animais tratados com
STNALP-FcD10 apresentaram pesos corporais estatisticamente
maiores (p=0,026) do gque o0s animais tratados com veiculo
(6,6 * 1,4 g). Nado foi observada qualgquer diferenca
significativa entre os grupos ERT e tipo selvagem para o

peso corporal em qualquer ponto no tempo.

Comprimento dos ossos

No fim desta experiéncia (dia 16), o comprimento da tibia
forneceu uma medida adicional do beneficio esquelético para
ratos Akp2/ . O comprimento da tibia com ERT foi 12,6 + 0,7
mm e mais longo (p=0,0135), em comparacdo com O0S animais

aos quals foli administrado veiculo (11,7 * 1,1 mm) (Figura
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19). Uma diferenca estatistica (p=0,0267) também foi obtida
quando o comprimento do fémur foil comparado entre os grupos
SsTNALPS-FcD10 (9,2 £ 0,4 mm) e veiculo (8,6 £ 0,8 mm). N&ao
se observou diferenca estatistica para o comprimento do
comprimento da tibia ou fémur dos ratos ERT em comparacado
com os ratos tipo selvagem. Uma preservacdo parcial (ou
seja, prevencdo parcial de reducdo no crescimento 6&sseo,
que se torna visivel cerca das 2 semanas de 1idade) do
crescimento da tibia e fémur foil observada pelas medicdes

do comprimento na altura da necropsia (Figura 19).

Em todos os animais, exceto em 5, foram encontrados niveis
de sALP-FcD10 no plasma de ratos Akp2#7, detetédveis, mas
altamente variéaveis, ao dia 16 (Figura 20) . As
concentracdes de TNALP em circulacdo em animais normais séo

dadas para fins de comparacao.

Mineralizacdo éssea

Avaliacbdes cegas de imagens de Faxitron™ dos pés e da caixa
torécica, identificaram dois graus de gravidade dos
defeitos de mineralizacdo nos ratos Akp2#’ (Figura 21). Os
ratos muito afetados (Grave) apresentaram auséncia de ossos
digitais (falanges) e centros de ossificacdo secundéaria.
Ratos afetados moderadamente (Moderado) apresentaram
centros de ossificacdo secundaria anormais, mas todos os
ossos digitais estavam presentes. 0Os ratos tipo selvagem
(Saudavel) tinham todas as estruturas &sseas presentes, com
arquitetura normal. Imagens radiogradficas dos membros
posteriores foram igualmente classificadas como anormais,
no caso de haver evidéncia de fraturas crdnicas ou agudas,
ou saudavelis na auséncia de dgualgquer observacdo anormal
(Figura 21). 0Os defeitos de mineralizacdo minimizados por

ERT nos pés, documentados pelo numero de ratos AkpZ”’ com
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defeitos severos, consistindo em 5 no grupo ndo tratado, e
0 no grupo tratado com ERT (Tabela na Figura 21). O teste
de Chi-Square foi significante (p<0,05), indicando que ERT
diminuiu a gravidade dos defeitos Osseos adquiridos. Uma
vez que os doentes gravemente afetados com HPP pré-infantil
morrem frequentemente devido a costelas sub-mineralizadas e
fraturadas, incapazes de sustentar a respiracdo, os caixas
toradcicas também foram cuidadosamente examinadas. ERT
também diminuiu a incidéncia de calxas toracicas
dismérficas (Tabela na Figura 21). A anédlise de Chi-Square
foi significante p<0,025. De forma semelhante, os membros
posteriores tinham uma aparéncia saudavel em todos os
animais tratados (Tabela na Figura 21). A anadlise de Chi-

Square fol significante p<0,025.

Defeitos nos dentes

As mandibulas de ratos com 16 dias de idade foram fixadas
por 1imersdo durante a noite em solucdo de aldeido
cacodilato de sdédio e cortadas em segmentos contendo o
primeiro molar, o 1incisivo subjacente e o osso alveolar
circundante. As amostras foram desidratadas através de uma
série de &lcoois de diferentes graus, e infiltradas com
resina acrilica (LR White) ou epoxi (Epon 812), seguido de
polimerizacdo dos blocos de resina contendo o tecido, a
55°C durante 2 dias. Seccdes finas (1 um) foram cortadas
com um ultra-micrdémetro, usando uma ladmina de diamante, e
as seccdes montadas em laminas de vidro foram coradas para
mineral usando 1% de nitrato de prata (coloracdo von Kossa,
preto) e um corante de contraste com 1% de azul de
toluidina. As seccdes frontais através das mandibulas (ao
mesmo nivel da raiz mesial do primeiro molar) forneceram

molares seccionados longitudinalmente e incisivos
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seccionados transversalmente para andlises histoldgicas de

comparacao.

A observacdo histoldégica dos dentes dos ratos Aka’#'mostra
tecido de dentina fracamente mineralizado, e muito pouco
cemento entre o ligamento periodontal e a dentina, em
comparacdo com ©0s animais tipo selvagem (Figura 22,
comparar Akp2’#' veiculo e tipo selvagem - normal). A
mineralizacdo da dentina restaurada e a formacdo do cemento
também é mostrado na Figura 22 (Akp2#7 tratado versus tipo

selvagem — normal) .

EXEMPLO 11

Eficdcia a longo prazo (52 dias) de doses elevadas (8,2

mg/kg) de sTNALP-FcD10 para HPP em ratos Akp2_h

Finalmente, para avaliar a sobrevivéncia a longo prazo e
mineralizacdo &ssea em ratos Akp27k, foli administrado
STNALP-FcD10 (8,2 mg/kg) ou veiculo, diariamente durante 52

dias (injecbdes s.c.).

Sobrevivéncia, atividade e aparéncia dos ratos

Ratos nédo tratados apresentaram uma sobrevivéncia mediana
de 18,5 dias (Figura 23), ao passo que a sobrevivéncia
aumentou dramaticamente com ERT e este tratamento também
preveniu a atividade normal e a aparéncia saudével (Figura

24) dos ratos tratados.

Mineralizacdo éssea

Radiografias dos pés de ratos Akp247 com 16 dias de idade

apresentaram defeitos de ossificacdo secundaria que sdo uma
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caracteristica da doenca (ver Figura 25). Estes defeitos
foram prevenidos em todos os ratos tratados através de
doses didrias de sTNALP-FcD10 durante 46 ou 53 dias (Figura
25).

Atividade de ALP

Os niveis de atividade de ALP no plasma foram medidos em
ratos Akp24_ tratados apds 53 dias. A Figura 26 mostra que
os valores foram entre 1 e 4 pg/mL de atividade de ALP.
Trés animais, contudo, apresentaram niveis indetetaveis de

ALP.

Curiosamente, ao contrario dos ratos tipo selvagem, em que
uma concentracdo de equilibrio no soro de sTNALP-FcD10 foi
atingida, foi medida uma grande variedade de niveis de ALP

no soro nos ratos Akp2#7 tratados.

EXEMPLO 12

Eficdcia a longo prazo de diferentes intervalos de dosagem

de sTNALP-FcD1l0 em ratos Akp24'

Ratos Akp2 /" recém-nascidos foram injetados com 4,3 mg/kg
didrios (Tx-1), 15,2 mg/kg a cada 3 dias (Tx-3) ou 15,2
mg/kg a cada 7 dias (Tx-7) de sTNALP-FcD10. Prosseguiu-se
com o tratamento durante 43 dias e os ratos foram
sacrificados no dia 44, nomeadamente 24 horas depois da
ultima injecdo. Eles foram monitorizados para avaliar
alguma melhoria na sua sobrevivéncia e mineralizacéo

esquelética.

Sobrevivéncia dos ratos
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A sobrevivéncia dos ratos tratados fol aumentada em
comparacdo com o0s ratos que foram injetados com veiculo
(Figura 27). Este aumento foil estatisticamente significante
(p<0,0001). N&o se encontrou diferenca estatisticamente
significante quando as curvas de sobrevivéncia dos grupos

tratados foram comparadas entre elas.

Mineralizacdo éssea

Para <cada tratamento, as radiografias dos ©pés foram
analisadas e distribuidas entre normal e anormal. Numeros e
percentagens (em parénteses) aparecem na Tabela 4 a seguir.
Os defeitos de mineralizacdo Ossea foram avaliados ao dia

23 e no fim do estudo (dia 23-45).

Tabela 4: Distribuigdo das radiografias dos pés

Estudo intermédio (dia 23)

Grupo Anormal (%) Normal (%)
Tx-1 (N=18) 6 (33) 12 (67)
Tx-3 (N=19) 4 (21) 15 (79)
Tx-7 (N=20) 10 (50) 10 (50)
Tipo selvagem (N=32) 0 (0) 32 (100)
B)

D23-45

Grupo Anormal (%) Normal (%)
Tx-1 (N=18) 3 (17) 15 (83)
Tx-3 (N=19) 0 (0) 19 (100)
Tx-7 (N=20) 3 (15) 17 (85)
Tipo selvagem (N=31) 0 (0) 31 (100)

No estudo intermédio, SsSTNALP-FcD10 administrada a 15,2
ng/kg a cada 3 dias, normalizou os defeitos de
mineralizacdo o6ssea em 79% dos ratos. Esta taxa de
normalizacdo aproximou-se da significdncia estatistica
quando comparada com os 50% de taxa de normalizacéo
avaliada nos ratos tratados com 15,2 mg/kg a cada 7 dias
(Chi Sqguare; p=0,0596). Nenhuma outra comparacdao entre
tratamentos foi estatisticamente significante ou se

aproximou da significéncia.
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No fim do estudo, a percentagem de normalizacdo aumentou em
todos os grupos tratados, em comparacao com a percentagem
de normalizacdo avaliada ao dia 23. O teste Chi Square
comparando a distribuicdo entre todos os tratamentos com
STNALP-FcD10 n&o foi significante (p=0,1844). A taxa de
normalizacdo de 100% observada nos ratos tratados a cada 3
dias aproximou-se da significdncia estatistica, quando
comparada com a taxa em ratos tratados diariamente (83%,

p=0,0634) ou a cada 7 dias (85%, p=0,0789).

Contudo, em todos os grupos de tratamento, uma proporcao
significativa dos animais classificada como anormal ao dia
23, melhorou e tornou-se normal no fim do estudo. No grupo
de tratamento diario, 3 de 6 animais normalizaram; nos
ratos tratados a cada 3 dias, 4 de 4 melhoraram, e
finalmente no grupo de tratamento semanal, 7 de 10
tornaram-se normais. Apesar dos 1intervalos de dosagem
fornecerem resultados satisfatdérios, os melhores resultados
foram obtidos quando a quantidade didria administrada

resultante foi mais elevada.

EXEMPLO 13

Eficdcia a longo prazo de doses elevadas (8,2 mg/kg) de

STNALP-FcD10 em ratos Akp2™/~ com 15 dias de idade

Estudos de eficacia tal como descrito no Exemplo 11 foram
conduzidos em ratos com 15 dias de idade, o0os (quais
comecaram a manifestar defeitos esqueléticos, tal como
observado em imagens de raios-X dos pés (ver Exemplo 11,
Figura 25). sTNALP-FcD10 foil administrada até ao fim do
estudo. Os animais foram monitorizados para avaliar
melhorias na sua sobrevivéncia, peso corporal e

mineralizacdo esquelética.



100

Sobrevivéncia dos ratos

As injecdes diarias, comecadas ao dia 15, de 8,2 mg/kg de

sTNALP-FcDI10, a ratos Akp2#7 aumentaram a sua
sobrevivéncia, em comparacdo com os ratos que foram
injetados «com veiculo (Figura 28). Este aumento foi

estatisticamente significante.

Peso corporal

No principio do estudo, ndo se verificou diferenca
significativa no peso corporal entre os grupos (Figura 29).
No principio do tratamento (dia 15), o peso corporal dos
ratos Akp2#7 foli menor do que o dos animais tipo selvagem.
Enquanto o peso corporal dos animais injetados com veiculo
continuou a diminuir, os ratos Akp2#7 tratados com sTNALP-
FcD10 comecaram a ganhar peso 4 a 5 dias apds o inicio do
tratamento, e continuaram a ganhar peso até ao fim do
estudo, sem contudo atingir os valores dos animais tipo
selvagem. Este ganho de peso sugere melhoria no bem-estar

dos animais tratados com sTNALP-FcD1O.

Mineralizacdo éssea

Para cada tratamento, as radiografias dos pés foram
analisadas e distribuidas entre normal e anormal. Numeros e
percentagens (em parénteses) aparecem na Tabela 5. As

radiografias foram tiradas na necropsia.

O tratamento dos ratos Akp2’F com 8,2 mg/kg de sTNALP-FcD10
diariamente, com 1inicio ao dia 15 apdbs o nascimento
melhorou a mineralizacdo, como observado pela radiografia

dos pés, tirada na necropsia. O grupo tratado com sTNALP-
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FcD10 apresentou 41% de animals normais, em comparacdo com
12% no grupo de ratos AkpZ#’ injetado com veiculo. Esta
diferenca quase que atingiu significdncia estatistica

(p=0,0645 no teste Chi Square).

Tabela 5: Distribuigdo de radiografias dos pés

Grupo Anormal Normal

RVeiculo (N=16) 14 (88) 2 (12)

RTx-1 (N=17) 10 (59) 7 (41)

Tipo selvagem (N=30) 0 (0) 30 (100)
EXEMPLO 14

Eficdcia a longo prazo de diferentes intervalos de dosagem

de sTNALP-FcD1l0 na recuperagao de ratos Akp2‘h

Os ratos foram iniciados no tratamento ao dia 12 e
injetados s.c. com veiculo (RV), 8,2 mg/kg diariamente aos
dias 46/47 (RTx-1) ou injetados com 8,2 mg/kg diariamente
durante 7 dias, seguido de 24,6 mg/kg a cada 3 dias (RTx-
3), ou seguido de 57,4 mg/kg a cada 7 dias (RTx-7). A
sobrevivéncia mediana foi de 19,5 dias para os ratos RV,
21,0 dias para os ratos RTx-7, 30,5 dias para os ratos RTx-
3 e 37,5 dias para os ratos RTx-1. Em todos os casos, a
sobrevivéncia foi estatisticamente aumentada quando
comparada com a do grupo tratado com veiculo. Existe um
beneficio claro de ERT em ratos Apk2#7, com hipofosfatasia
bem estabelecida. Administracdes menos frequentes do dque
diariamente parecem aumentar estatisticamente a

sobrevivéncia.

EXEMPLO 15

Um estudo de toxicidade de injegdo intravenosa da dose

maxima tolerada em ratazanas Sprague-Dawley jovens
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O objetivo do estudo foil determinar a dose maxima tolerada
(MTD) e toxicidade do artigo de teste, sTNALP-FcD1O,
seguido de administracdo repetida a ratazanas Sprague-
Dawley Jjovens por injecdo intravenosa. Nos Exemplos 15 a
18, a sALP-FcD10 usada é a descrita especificamente na

Figura 3.

A sTNALP-FcD10 foil administrada a ratazanas Sprague-Dawley
jovens (com idades iniciais entre 22 e 24 dias), uma vez
por semana durante quatro semanas, através de 1injecéo

intravenosa, tal como descrito na Tabela 6 a seguir:

Tabela 6: Desenho do estudo

Numero Tratamento Nivel da Dose Concentracdo | Numero de Animais
do (mg/kg/ocasido) da Dose

Grupo (mg/mL) Macho Fémea
1 Dose 1 10 2,0 3 3
2 Dose 2 30 6,0 3 3
3 Dose 3 90 18,0 3 3
4 Dose 4 180 36,0 3 3

Ao longo de todo o estudo, os animais foram monitorizados
relativamente & mortalidade, peso corporal, e condicédo
clinica. Foram realizadas avaliacdes hematoldgicas, de
coagulacdo e quimica clinica em todos os animais. No fim,
as ratazanas foram sacrificadas e sujeitas a necropsia.
Para cada animal, amostras de tecidos selecionados foram
retidas e foram sujeitas a processamento histoldégico e

observacdo microscoépica.

Nao ocorreu mortalidade neste estudo, e nao houve
alteracdes relacionadas com o artigo de teste nos
parémetros de coagulacdo ou peso dos O6rgdos. Os pesos
corporals dos machos no grupo de Dose Elevada, em
particular, foram cerca de 10% abaixo dos de Dose Baixa,

sugerindo um efeito relacionado com o tratamento.
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Ndo foram observados sinais clinicos nos animais dos Grupos
1 e 2, na primeira ocasido de dosagem. Nos animais dos
Grupos 3 e 4, contudo, 0os animais pareceram fracos
imediatamente a seguir a dosagem e alguns animais do Grupo
4 apresentaram diminuicdo fraca ou moderada da atividade.
Leve inchaco dos membros, orelha e focinho com descoloracéo
da pele (com aparéncia vermelha ou azul) nas extremidades
também foram observados nos dois grupos. Outros sinais
ocasionals observados nos animais do Grupo 4 incluiram

cocar excessivo, piloerecdo e hiperpnéia.

Os sinais clinicos registados para os animais dos Grupos 1
e 2 na segunda ocasido de dosagem (Dia 8) foram inchaco dos
membros, orelha e focinho com descoloracdo da pele (com
aparéncia vermelha ou azul) nas extremidades. Sinais
clinicos semelhantes de inchaco da pele também foram
registados na terceira e quarta ocasido de dosagem (Dias 15
e 22), para 0s mesmos grupos de animais. Na quarta ocasido
de dosagem (Dia 22) foi observada uma ligeira
hiperatividade nas fémeas do Grupo 1, engquanto
hipoatividade foi observada nos machos do Grupo 2. Para os
animais do Grupo 3 e 4, o0s sinais clinicos de atividade
motora reduzida, piloerecdo, hiperpnéia e inchaco dos
membros, orelha e focinho com coloracdo da pele mais
evidente a medida que a dosagem progrediu desde a primeira
ocasido de dosagem até a quarta. E considerado que estes
sinais clinicos se relacionaram com o tratamento. Nos Dias
16 a 19, e no Dia 23, o inchaco ligeiro e coloracdo da pele
da orelha (com aparéncia vermelha) foram observados em um
animal (Grupo 1). Sinais c¢linicos semelhantes foram

observados num outro animal (Grupo 2) no dia 23.
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Os sinais clinicos foram agudos e a gravidade aumentou a
medida que a dosagem progrediu, mas foram temporarios.
Todos o0s sinais clinicos apareceram num espaco de 50
minutos apdés a administracdo do artigo de teste, sTNALP-
FcD10, com alguns animais a recuperarem dentro de,
aproximadamente, trinta minutos a 2 horas. Para outros
animais, a recuperacdo era completa na manhd seguinte (o

ponto de observacdo seguinte planeado).

Observou-se uma diminuicdo nas contagens de plaquetas (PLT)
relacionada com o tratamento, para machos e fémeas de todos
0s grupos de tratamento, medida apdés a ultima dose, em
comparacdo com o0s vVvalores de referéncia. Observou-se um
aumento na predominédncia, a percentagem mas também o numero
absoluto de reticuldcitos que foli observado geralmente em

animais tratados com as trés doses mais elevadas.

Os niveis de fosfatase alcalina no soro foram mais elevados
do que pode ser quantificado pelo instrumento analitico,
mesmo apds diluicdo. Os resultados disponiveis para as
fémeas do grupo de Dose Baixa foram dramaticamente mais
elevados do que o 1intervalo de referéncia. 1Isto era
esperado, uma vez dque o artigo de teste ¢é uma ALP

modificada.

Macroscopicamente, foco/&rea escuros e/ou area deprimida do
estdbmago glandular foram observados em 3 de 6 animais do
Grupo 3 (2 machos/1 fémea) e 4 de 6 animais do Grupo 4 (2

machos/2 fémeas) .

Microscopicamente, erosdo/tdlcera minima a leve do estdmago
glandular, ocasionalmente associada com edema da submucosa,

foi verificado em 3 de 6 animais do Grupo 3 (2 machos/1
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fémea) e 4 de 6 animais do Grupo 4 (2 machos/2 fémeas), em

correlacdo com as observacdes macroscodpicas.

Em conclusdo, a 1injecdo intravenosa de sTNALP-FcD1O0 a
ratazanas Sprague-Dawley Jjovens uma vez por semana durante
4 semanas, ndo causou morte a nenhum dos niveis de dose
testados, mas causou sinais clinicos adversos, alteracdes
hematoldédgicas minimas e erosdo/ulceracdo do estdédmago
glandular, ocasionalmente associado com edema da submucosa,

a niveis de dosagem de 90 e 180 mg/kg.

As alteracdes relacionadas com a administracdo do artigo de
teste nas duas doses mais baixas testadas (10 e 30 mg/kg)
foram limitadas a sinais clinicos transitérios, aparentes
apenas no dia de dosagem. Os sinais clinicos foram mais
graves a uma dose de 90 mg/kg, mas também foram
transitérios. Os sinais c¢linicos verificados nos animais
tratados com 180 mg/kg foram tdo graves, que este nivel de
dosagem nao deve ser utilizado em estudos futuros.
Consequentemente, o nivel de dose mais elevada recomendada

para estudos subsequentes mais longos é de 90 mg/kg.

EXEMPLO 16

Um estudo de toxicidade de injegdo intravenosa e infusdo da

dose madxima tolerada em macacos Cynomolgus jovens

O objetivo deste estudo foili determinar a dose méxima
tolerada (MTD) para sTNALP-FcD10, gquando administrada uma
vez por injecdo intravenosa ou infuséo, a macacos
Cynomolgus Jjovens. As formulacdes de dosagem do artigo de
teste foram administradas uma vez, em incrementos, tal como

indicado na Tabela 7 a seguir.
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Tabela 7: Desenho do estudo

* Apenas o0s anhimais do Estudo Principal receberam dose no Dia 46

Nivel Volume Numero de Animais
. Taxa de Conc. de
Dia do | Trata- de de o . C s
Dosag. Dosag. Estudo principal Toxico-cinética
Estudo | mento Dosag. Dosag. (nl/kg/h) (g /L)
(mg/kg) (L kg) Machos | Fémeas | Machos | Fémeas
Injecdo
1 v 5 4 N/A 1,25
g | el qg 4 N/A 3,75
v
15 | fwsdo | g 4 80 11,25
v
Infusdo 2 2 1 L
22 v 90 4 40 22,5
Infusdo
29 v 180 4 20 45
46 Inde\fao 45 4 N/A 11,25

Depois do ultimo tratamento, os animais foram libertados do
estudo. Os parédmetros monitorizados durante o estudo foram
mortalidade, observacdes clinicas, pesos corporais,

apeténcia, toxicocinética, hematologia e quimica clinica.

Nado se observou mortalidade, sinais clinicos adversos ou

efeitos nos pesos corporais durante o estudo.

Um marcado aumento proporcional de dose na fosfatase
alcalina foi observado em todos os animais ao longo do
estudo. Uma vez que o artigo de teste era uma fosfatase
alcalina sintética, este aumento foi principalmente devido
a presenca da droga na corrente sanguinea dos animais apds

cada dosagem.

Os aumentos na alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase foram observados em trés animais durante o
estudo, mas na auséncia de necropsia, 0 significado

toxicoldgico desta observacdo ndo é claro.

A farmacocinética de stNALP-FcD10 foi bem caracterizada

seguindo uma administracdo IV unica de 5, 15, 45, 90 e 180
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mg/kg a macacos. Para as injecdes IV, os valores AUCx
médios variaram de 797 a 2950 mg.h/L e os valores médios de
Cmax variaram de 65 a 396 mg/L na gama de doses estudadas.
Para as 1infusdes, os valores médios de AUC~ variaram de
9410 a 48400 mg.h/L e a Cmax variou de 1230 a 7720 mg/L na

gama de doses estudadas.

Os valores tl1/2 médios de sTNALP-FcD10 pareceram diminuir
com niveis de dose mais elevados de sTNALP-FcD10. Apesar da
eliminacdo sistémica de sSTNALP-FcD10 ter sido relativamente
consistente entre os diferentes niveis de dosagem, o grupo
com a dose de 90 mg/kg pareceu ser diferente sob o ponto de
vista farmacocinético, com uma eliminacdo substancialmente
menor quando comparada com outros nivelis de dosagem
(aproximadamente 5 vezes). N&do se observaram tendéncias

relacionadas com o sexo.

Resumindo, apesar de terem sido observadas algumas
alteracdes reversiveis na quimica sanguinea durante o
estudo, a injecdo/infusdo intravenosa de STNALP-FcD10 de,
no maximo, 180 mg/kg foi bem tolerada pelos macacos
Cynomolgus Jjovens. Assim, nas condicdes deste estudo, a

Dose Méaxima Tolerada foi considerada como sendo 180 mg/kg.

EXEMPLO 17

Um estudo de toxicidade de injegdao intravenosa durante 4
semanas (uma vez por semana) de sTNALP-FcD10 em ratazanas
albinas jovens, seguido de um periodo de recuperagdo de 28

dias

O objetivo deste estudo fol estudar a toxicidade potencial
de sTNALP-FcD10 administrada uma vez por semana, por

injecdo intravenosa a ratazanas jovens, durante um periodo
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minimo de 4 semanas consecutivas (total de 4 doses),
seguido de 28 dias de recuperacdo. 0Os animais receberam uma
dose nos dias de estudo 1, 8, 15 e 22, e o periodo de
recuperacdo comecou no dia de estudo 29. 0O desenho do

estudo encontra-se detalhado na Tabela 8 a seguir.

Tabela 8: Desenho do estudo

Princip | Estudo Estudo de
al Principal Recuperacdo
Grupos Nivel de | Nivel de Concentracio Concen— | Ma- Fé- Ma- Fé-
Dosag. Dosag. Real alvo (mg/mL) tragdo chos meas chos meas
Alvo (mg/ kg/dose) real
(mg/kg/d (rngy/moiL)
ose)
1- vei- 0 0 0 0 10 10 5 5
culo e
Controlo
2- Dose 3 2,5 0,6 0,5 10 10 5 5
Baixa
3~ Dose 30 26 6 51 10 10 5 5
Inter-
média
4- Dose 90 77 18 15,3 10 10 5 5
Elevada

Avaliou-se o seguinte: sinais clinicos (duas vezes por
dia), ©peso corporal (uma vez durante o ©processo de
adaptacdo e semanalmente a comecar ao dia 21 apds o parto),
consumo de alimento (semanalmente), oftalmologia (no fim do
tratamento e fim do periodo de recuperacdo), hematologia
(na necropsia), quimica do soro (na necropsia), analise da
urina (dia 29 e no fim do periodo de recuperacao),
marcadores bioquimicos de renovacdo o&éssea: osteocalcina
(marcador de formacdo Ossea) e C-telopéptido (marcador de
reabsorcdo 6ssea) (na manhd antes do dia planeado para a
necropsia), avaliacdo de anticorpos (Dia 1 e na necropsia),
avaliacdo da concentracdo sanguinea do artigo de teste (Dia
16 e Dia 23), densitometria Ossea (por DXA in vivo no Dia
1, 28 - animais do estudo principal e de recuperacdo e Dia
14 e 54 - animais do estudo de recuperacdo e pQCT ex vivo),
radiografia e observacdes macroscdpicas durante a

necropsia, peso dos 6érgdos e histopatologia.
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Um macho ao gqual foil administrado 90 mg/kg/dose foi
encontrado morto no Dia 25 do estudo. Como nao foram
realizadas observagdes histoldgicas consequenciails para
esta ratazana (hemorragias pulmonares e timicas,
classificadas como leves e minimas, respetivamente), a sua
causa de morte foi determinada com base em investigacdes
patoldébgicas. No Dia 23, recolheu-se sangue deste animal
para a avaliacdo da concentracdo sanguinea do artigo de
teste, e este procedimento pode ter contribuido para a sua
morte, uma vez gue ndo se observaram indicios de toxicidade
no Dia 22. Nao se verificou mortalidade ou efeitos
relacionados com STNALP-FcD10 em oftalmologia, anédlise de
urina, marcador de formacdo &ssea (osteocalcina), pesos
corporais, patologia macroscoédpica, radiologia ou avaliacédo

microscodpica.

Os sinais clinicos relacionados com sTNALP-FcD10 observados
nos grupos de 3, 30 e/ou 90 mg/kg/dose, s&o considerados
como sendo reacdo aguda a infusdo. Estes incluiram olhos
parcialmente fechados, tonificacdo muscular diminuida,
animais deitados sobre o lado, postura arqueada, sem reacdo
ao toque, movimentos descoordenados, atividade diminuida,
marcha anormal e/ou patas traseiras e/ou patas dianteiras
inchadas e/ou azuis, vermelhas, durante observacdes
laterais das gaiolas a 5, 15, 30 e/ou 60 minutos apds a
dosagem. Estas observacdes foram transitdérias e ndo
ocorreram em dias em que ndo houve dosagem, ou durante o

periodo de recuperacéao.

Em geral, fol observada uma tendéncia para a ligeira
diminuicdo do peso corporal e aumento do peso corporal para
machos nos grupos de 3, 30 e/ou 90 mg/kg/dose durante o
periodo de recuperacdo. O efeito no tamanho nos dois ossos

do esqueleto apendicular (fémur e tibia) correlacionou-se
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com pesos corporais diminuidos. A diminuicdo do consumo de
alimentos fol geralmente consistente com a diminuicdo do

peso corporal.

Os pesos corporais foram compariveis com os controlos para

as fémeas tratadas com sTNALP-FcD10

STNALP-FcD10 administrada a 90 mg/kg/dose foli geralmente
associada com ligeira diminuicdo do numero absoluto de
neutr6filos, mondcitos e/ou eosindéfilos, em comparacdo com
o grupo controlo. Adicionalmente, ligeiros aumentos nos
linfécitos, plagquetas e reticuldcitos absolutos foram
observados, em comparacdo com O grupo controlo. No fim do
periodo de recuperacdo, estas ligeiras alteracdes eram

ainda aparentes nos animais tratados com 90 mg/kg.

sTNALP-FcD10 foi geralmente associada com aumentos
estatisticamente significantes relacionados com a dose de
fosfatase alcalina em todos 0s grupo tratados, em
comparacdo com os controlos. Considerando a natureza do
artigo de teste (fosfatase alcalina), a auséncia de
quaisquer alteracdes em outras enzimas hepaticas e auséncia
de observacdes histoldgicas relacionadas, estes aumentos
sdo provavelmente atribuidos a niveis de SsSTNALP-FcD10 em
circulacdo. Aumentos ligeiramente significantes em termos
estatisticos em fosforo foram observados em machos tratados
com sTNALP-FcD10 a 90 mg/kg/dose durante a Semana 4,
associados com aumentos ndo significativos na gquantidade
total de calcio no sangue. No fim da recuperacdo, estas
alteracdes, 1incluindo as estatisticamente significantes,

voltaram aos valores controlo.

N&do se observaram alteracdes relacionadas com STNALP-FcD10

no peso dos brgaos, radioldégicas, macroscoOpicas ou
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microscéoédpicas em ratazanas jovens tratadas intravenosamente
uma vez por semana, com no maximo 90 mg/kg/dose, durante 4
semanas consecutivas. Nao se identificaram efeitos
retardados num grupo destes animais que tiveram uma

recuperacédo de 28 dias, apds o fim do tratamento.

Valores de CTx médios ligeiramente mais baixos foram
observados para as fémeas tratadas, em comparacdo com OsS
controlos (atingindo significéncia estatistica a 90
mg/kg/dose) . Estes valores mais baixos nao foram
consistentes com a andlise de densidade Ossea e também com
os resultados obtidos para os machos; por isso, nido pode
ser excluida uma natureza incidental para estas

diminuicdes.

A elevada variabilidade na densitometria Ossea e parametros
de geometria o6ssea verificada entre grupos foi atribuida a
rapida fase de crescimento. No fim da recuperacdo, area e
BMC (avaliado por DXA e pQCT) foram geralmente mais baixos
para machos tratados, sugerindo a presenca de 0sSs0s mais
pequenos nestes animais. O efeito no tamanho dos ossos foi
verificado em dois ossos do esqueleto apendicular (fémur e
tibia), através de duas técnicas diferentes, contudo ndo se
verificou dqualquer efeito consistente para o esqueleto
axial (sugerindo auséncia de efeito céfalo-caudal). Apesar
de &rea e BMC serem menores, os valores de BMD médios foram
geralmente compardveis com os controlos, sugerindo que o
efeito em BMC e 4rea foi secundario ao efeito no
crescimento. Pesos corporais mais baixos e menor consumo de
alimentos para machos tratados em relacdo a controlos sé&o
consistentes com estes resultados. Apesar do pequeno
tamanho do grupo da recuperacdo, a falta de consisténcia
relativamente ao género, assim como a variabilidade,

confundiu estes resultados, e por 1isso ndo pode ser
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completamente excluida uma natureza incidental para estas
diminuicdes.

Em conclusido, 1injecdo intravenosa uma vez por semana a
ratazanas Jjovens, durante um periodo minimo de 4 semanas
consecutivas, seguido de recuperacdo durante 28 dias, a
doses de 3, 30 e 90 mg/kg/dose, resultou em sinais clinicos
associados com efeitos relacionados com injecéo
transitdéria, incluindo atividade descoordenada e reduzida e
inchaco de patas, observado no periodo de no maximo 60
minutos apds a dosagem. Os machos tratados com 90
mg/kg/dose apresentaram ligeiras diminuicdes no peso
corporal e consumo de alimentos, o que se correlacionou com
tibias e fémures 1ligeiramente mais pequenos, o dque foi
determinado por técnicas de densitometria. Para as fémeas,
valores médios ligeiramente mais baixos foram obtidos para
os nivelis de C-telopéptidos, em comparacdo com  OS
controlos. 0Os niveis de fésforo no soro eram ligeiramente
aumentados, embora significativamente, no grupo de 90
mg/kg/dose. Niveis elevados de fosfatase alcalina no soro
foram provavelmente devidos a niveis de sTNALP-FcD10 em
circulacdo. sTNALP-FcD10 n&o teve efeitos significativos ou
consistentes na densitometria &éssea e geometria &ssea para
as fémeas durante o tratamento e periodo de recuperacéo.
Para 0s machos, nao foram verificados efeitos
biologicamente significativos na densitometria Ossea ou
geometria oOssea durante o periodo de tratamento. Em geral,
foram verificadas diminuicdes 1ligeiras na densitometria
Ossea (conteudo mineral ésseo e/ou area determinada por DXA
e pQCT) e parametros de geometria &éssea com um peso
corporal mais baixo correspondente, para os machos em
relacdo aos controlos no fim do periodo de recuperacio.
Todas as observacdes se resolveram apds um periodo de 28
dias sem tratamento, com a excecdo dos efeitos no peso

corporal e tamanho dos ossos, para machos gque receberam
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doses elevadas, o0s dquals persistiram. N&o houve evidéncia
de calcificacdo ectépica no fim do tratamento ou no fim do
periodo de recuperacdo. Nao houve observacdes radioldgicas,
macroscépicas ou microscoédpicas, assim  como qualquer
alteracdo no peso corporal associadas com o tratamento com
STNALP-FcD10, em nenhum nivel de dosagem. Uma vez dJue a
reacdo a injecdo fol transitéria e ndo resultou em qualgquer
efeito em nenhum parémetro usado para determinar a
toxicidade nos grupos 3 e 30 mg/kg/dose, nédo foi
considerado como sendo adversa. No grupo dgue recebeu 90
mg/kg/dose, esta reacdo fol mais grave e acompanhada por
diminuicdes no ganho de peso corporal, consumo de alimentos
reduzido e potencialmente diminuicdo no crescimento &sseo,
e por 1isso os efeitos neste grupo foram considerados como
sendo adversos. Consequentemente, o nivel de auséncia de
efeitos adversos observavels (NOAEL) foil considerado como

sendo 30 mg/kg/dose neste estudo.

EXEMPLO 18

Um estudo de toxicidade de injegdo intravenosa durante 4
semanas em macacos Cynomolgus jovens, seguido de um periodo

de recuperacao de 28 dias

O objetivo deste estudo foi determinar a toxicidade e a
toxicocinética de sTNALP-FcD10 em macacos Cynomolgus
jovens, gquando administrada uma vez por semana, por injecdo
intravenosa lenta em bdlus, durante 4 semanas, e estudar a
reversibilidade de quaisquer alteracdes apds um periodo de

recuperacdo de 28 dias.

As formulacdes de dosagem de controlo e artigo de teste
foram administradas a macacos Cynomolgus jovens por injecdo

intravenosa lenta em bdélus, uma vez por semana durante 4
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semanas, seguido de um periodo de recuperacdo de 28 dias,

como indicado na Tabela 9 a seguir:

Tabela 9: Desenho do estudo

Concen- Numero de Animais
Nivel de Volume de tracdo Estudo Estudo de
Grupo Dosagem Dosagem de Dosa- Principal Recuperacio
(mg/kg) (mL/kg) gem Ma- Fé- | Ma- Fé-
(mg/mL) chos meas chos meas
1_
Controlo* 0 4 0 3 3 2 2
2~ Dose 5 4 1,25 3 3 2 2
Baixa
3- Dose
Intermédi 15 4 3,75 3 3 2 2
a
4- Dose
Flevada 45 4 11,25 3 3 2 2
* Os animais do Grupo 1 receberam veiculo/artigo controlo 25 mM de
fosfato de sédio pH 7,4, 150 mM NaCl

Depois do ultimo tratamento (Dia 22), os animas do Estudo
Principal foram sacrificados no Dia 29, enquanto o0s
restantes animais do grupo Recuperacdo foram observados por
um periodo adicional de 28 dias, apbdbs o que foram
sacrificados no Dia 57. Todos os animais do Principal e

Recuperacdo foram submetidos a avaliacdo por necropsia.

As avaliacdes conduzidas durante o estudo ou na conclusédo
do mesmo incluiram mortalidade, condicdo «clinica, peso
corporal, apeténcia, medidas corporais, determinacdes
radiograficas ou desenvolvimento &sseo, oftalmologia,
eletrocardiografia, toxicocinética, imunogenicidade,
hematologia, coagulacdo, quimica clinica, anadlise de urina,
biomarcadores para renovacdo Ossea, pesos de oOrgaos,
andlises de densidade Ossea, e histopatologia e patologia

macroscodpica.

Ndo se verificou mortalidade ou observacdes adversas

relacionadas com o tratamento durante o estudo.
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Com Dbase nas medidas corporais registadas no fim do
tratamento e periodo de recuperacdo, ndo ha diferencas
dignas de nota entre os grupos para a circunferéncia
craniana, ou comprimentos do umero, antebraco, tibia ou

membros pélvicos.

Ndo houve alteracdes no peso corporal ou consumo de
alimentos relacionadas com o tratamento com o artigo de
teste, em nenhum dos niveis de dosagem. N&do se detetaram
observacdes oftalmoldgicas ou eletrocardiogréaficas
relacionadas com o artigo de teste em nenhum dos niveis de
dosagem. N&o houve alteracdes hematoldgicas, morfologia de
eritrébcitos, coagulacdo ou anéadlise de urina relacionadas
com o tratamento com o artigo de teste em nenhum dos niveis
de dosagem. N&do houve alteracdes significativas sob o ponto
de visto toxicoldgico entre os pardmetros Dbioquimicos
durante o tratamento ou periodo de recuperacdo. Foi
observado um aumento ligeiro a pronunciado relacionado com
a dosagem, em fosfatase alcalina em todos os animais
tratados com o artigo de teste, na maioria das ocasides de
teste, ao longo do periodo de tratamento. Os niveils de
fosfatase alcalina foram geralmente mais compardvels com 0s
valores controlo no final do periodo de recuperacdo. Uma
vez gque o artigo de teste ¢é uma fosfatase alcalina
sintética, este aumento foi principalmente devido a
presenca da droga na circulacdo dos animais apds cada
dosagem, e por 1sso os aumentos foram considerados como

sendo ndo adversos.

No fim dos periodos de tratamento e recuperacdo, nédo se
observaram diferencas dignas de nota entre os grupos
relativamente ao peso absoluto ou relativo dos 6rgdos, nem
houve quaisquer observacdes macroscdpicas ou microscodpicas

relacionadas com © artigo de teste. As alteracdes
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histolbégicas observadas foram consideradas como sendo
incidentais, observacdes de fundo comuns nesta espécie, ou
observacdes relacionadas com algum aspeto da manipulacéao
experimental. Os oOrgéos reprodutores eram Jgeralmente
imaturos, mas considerados normais para macacos desta

idade.

Em conclusdo, injecdo intravenosa semanal de sTNALP-FcD10
em machos e fémeas de macacos Cynomolgus, durante 4
semanas, a niveis de dosagem de 0, 5, 15, e 45 mg/kg, e
seguida de um periodo de recuperacdo de 4 semanas, ndo teve
qualquer evidéncia de toxicidade em nenhum dos niveis de
dosagem. Por isso, o nivel de dosagem elevado, 45 mg/kg foi
considerado como sendo o nivel de auséncia de efeitos

adversos observaveis (NOAEL) neste estudo.

EXEMPLO 19

Determinagdo da dose de partida méxima recomendada para

humanos

A dose de partida méxima recomendada (MRSD) para humanos é
calculada pelo estabelecimento do nivel de auséncia de
efeitos adversos observaveis (NOAEL, ver Guidance for
Industry and Reviewers. Dezembro 2002) . Varias
concentracdes da formulacdo anteriormente descrita foram
testadas em ratos, ratazanas e macacos, incluindo 1 mg/kg,
5 mg/kg, e 8,2 mg/kg diadrios subcutaneamente; 3 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg, 45 mg/kg, 90 mg/kg e 180 mg/kg.
O NOAEL para as espécies mals sensiveis, nomeadamente para

ratazana, foi de 30 mg/kg.

Esta dose foili aumentada para uma dose equivalente em

humanos (HED), usando tabelas de conversdo publicadas, as
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quais fornecem um fator de conversdo de ratazana para
humano de 6. Um NOAEL de 30 mg/kg para esta espécie é

equivalente a 5 mg/kg em humanos.

Este valor (5 mg/kg) foi dividido por um fator de seguranca
de 10. A MRSD calculada ¢é assim de 0,5 mg/kg. Para um
humano normal com um peso de 60 kg, uma dose semanal de 30
mg ou uma dose didria de 4,28 mg poderia assim ser injetada

para inicilar ensalos clinicos.
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Thr

Gly

130

val

Thr

Pro

Ile

210

Met

Gly

Ala

35

val

Thr

Gly

Ser

Ala

115

Leu

Gly

Tyr

Ala

195

Ser

Phe

Val
20

Ala
Ala
val
Pro
Lys
100

Thr

Ser

<
Y]
[

Val

Ala

180

Ser

Asn

Pro

Ile

Glu

Lys

Thr

Glu

85

Thr

Ala

Ala

[
[
(1]

val

165

His

Ala

Met

Met

Pro

Ala

Asn

Ala

70

Thr

Tyr

Tyr

Ala

Ser

150

Thr

Thr

Arg

Asp

Gly
230

Ala

Leu

Leu

55

Thr

Pro

Asn

Leu

Ala

135

Thr

Val

Gln

Ile

215

Thr

Glu

Asp

40

Ile

Arg

Leu

Val

Cys

i2¢

Arg

Met

Thr

Asn

Glu

200

Asp

Pro

Glu

25

ala

Leu

Ile

Ala

Asp

108

Gly

Phe

Arg

Arg

185

Gly

val

Asp

Glu

Ala

Phe

Leu

Met

90

Arg

val

Asn

Arg

val

170

Asn

Cys

Ile

Pro

Asn

Lys

Leu

Lys

75

Asp

Gln

Lys

Gln

Ala

155

Gln

Trp

Gln

Leu

Glu
235

Pro

Lys

Gly

Gly

Arg

Val

Ala

Cys

140

Lys

His

Tyr

Asp

Gly

220

Tyr

Ala

Leu

45

Asp

Gln

Phe

Pro

Asn

125

Asn

Ala

Ser

Ile

205

Gly

Pro

Phe

30

Gln

Gly

Lys

Pro

Asp

110

Phe

Thr

>
[
P

Ser

Asp

190

Ala

Gly

Ala

Trp

Pro

Leu

Asn

Tyr

85

Ser

Gln

Thr

]

Pro

175

Ala

Thr

Arg

Asp

Asn

Ile

Gly

Gly

80

Leu

Ala

Thr

Arg

Lys

160

Ala

Asp

Gln

Lys

Ala
240

154



Ser

Leu

Met

Glu

Pro

305

Asn

Gly

Phe

Thr

Gly

385

Ala

Gly

Ser

Glu

Gln

Ala

Gln

Pro

290

Ser

Pro

His

Asp

Leu

370

Tyr

Gln

Tyr

Gly

Thr
450

Asn

Lys

Ala“

275

Gly

Leu

Arg

His

Asp

355

Thr

Thr

Asp

vVal

Ser

435

His

Gly

His

260

Ser

Asp

Met

Gly

Glu

340

Ala

Leu

Leu

Ser

Phe

420

Pro

Gly

Ile

245

Gln

Leu

Thr

Glu

Phe

325

Gly

Ile

val

Arg

Lys

405

Asn

Asp

Gly

Arg

Gly

Asp

Lys

Met
310

Tyr

Val

Glu

Thr

Gly

390

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

Ala

Gln

Tyr

295

Thr

Leu

Ala

Arg

Ala

375

Ser

Tyr

Gly

Gln

Asp
455

Asp

Trp

Ser

280

Glu

Glu

Phe

Tyr

Ala

360

Asp

Ser

Thr

val

Gln

440

Val

Gly

Tyr

265

Val

Ile

Ala

val

Gln

345

Gly

His

Ile

Ser

Arg

425

Gln

Ala

Lys

250

val

Thr

His

Ala

Glu

330

Ala

Gln

Ser

Phe

Ile

410

Pro

Ala

val

Asn

Trp

His

Arg

Leu

315

Gly

Leu

Leu

His

Gly

395

Leu

Asp

Ala

Phe

Leu

Asn

Leu

Asp

300

Arg

Gly

Thr

Thr

Val

380

Leu

val

Val

Ala
460

Val

Arg

Met

285

Pro

Leu

Arg

Glu

Ser

365

Phe

Ala

Gly

Asn

Pro

445

Arg

Gln

Thr

270

Gly

Thr

Leu

Ile

Ala

350

Glu

Ser

Pro

Asn

Glu

430

Leu

Gly

Glu

255

Glu

Leu

Leu

Ser

Asp

335

val

Glu

Phe

Ser

Gly

415

Ser

Ser

Pro

Trp

Leu

Phe

Asp

Arg

320

His

Met

Asp

Gly

Lys

400

Pro

Glu

Ser

Gln

155



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala
465

Met

Pro

Pro

13
532
PRT

homo sapiens

13

Met

Ser

Arg

Gln

val

65

Lys

Ala

Ala

Ile

His Leu Val

Ala Phe Ala

Pro Ala Cys

500

Leu Leu Ala

Gln

Leu

Gln

Thr

50

Ser

Leu

Leu

Thr

Gly
130

515

Gly

Gly

Ala

35

Ala

Thr

Gly

Ser

Ala

115

Leu

Pro

Ile

20

Ala

Ala

val

Pro

Lys

100

Thr

Ser

His Gly val Gln
470

Ala Cys Leu Glu
485

Thr Thr Asp Ala

Gly Thr Leu Leu
520

Trp Val Leu Leu
Ile Pro Val Glu

Glu Ala Leu Gly
40

Lys Asn Leu Ile

Thr Ala Ala Arg
70

Glu Thr Phe Leu
85

Thr Tyr Ser Val

Ala Tyr Leu Cys
120

Ala Ala Ala Arg
135

Glu

Pro

Ala

505

Leu

Leu

Glu

25

Ala

Ile

Ile

Ala

Asp

105

Gly

Phe

Gln

Tyr

490

His

Leu

Leu
10

Glu
Ala
Phe
Leu
Met
90

Lys

val

Asn

Ser

475

Thr

Pro

Gly

Gly

Asn

Lys

Leu

Lys

75

Asp

His

Lys

Gln

Phe Vval

Ala Cys

val Ala

Ala Ser

Leu

Pro

Lys

Gly

60

Gly

Arg

val

Gly

cys
140

525

Arg

Asp

Leu

45

Asp

Gln

Phe

Pro

Asn

125

Asn

Ala

Asp

Ala

510

Ala

Leu

Phe

30

Gln

Gly

Lys

Pro

Asp

110

Phe

Thr

His
Leu
495

Ser

Ala

Gln
15

Trp
Pro
Met
Lys
Tyx
95

Ser

Gln

Thr

val

480

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Ala

Gly

Asp

80

val

Gly

Thr

Arg

156



Gly

145

Ser

Gly

val

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

Pro

308

Asn

Gly

Phe

Asn

val

Ala

Pro

Ile

210

Met

Gln

Ala

Gln

Pro

290

Ser

Pro

His

Asp

Glu

Gly

Tyr

Ala

195

Ser

Phe

Gly

Lys

Ala

275

Gly

Leu

Arg

His

Asp
355

val

Val

Ala

180

Ser

Asn

Pro

Gly

His

260

Ser

Asp

Met

Gly

Glu

340

Ala

Ile

val

165

His

Ala

Met

Met

Thr

245

Gln

Leu

Met

Glu

Phe

325

Ser

Ile

Ser

150

Thr

Thr

Arg

Asp

Gly

~Aan
&OV

Arg

Gly

Asp

Lys

Met

310

Phe

Arg

Glu

Val

Thr

Val

Gln

Ile

215

Thr

Leu

Ala

Pro

Tyr

295

Thr

Leu

Ala

Arg

Met

Thr

Asn

Glu

200

Asp

Pro

Asp

Arg

Ser

280

Glu

Glu

Phe

Tyr

Ala
360

Asn
Arg
Arg
185
Gly
val
Asp
Gly
Tyr
265
Val
Ile
Ala
val
Arg

345

Gly

Arg
val
170
Asn
Cys
Ile
Pro
Lys
250
Val
Thr
His
Ala
Glu
330

Ala

Gln

Ala
155

Gln

Trp

Gln

Leu

"Asn

Trp
His
Arg
Leu
315
Gly

Leu

Leu

Lys

His

Tyr

Asp

Gly

220

Tyr

Leu

Asn

Leu

Asp

300

Leu

Gly

Thr

Thr

Lys
Ala
Ser
Ile
205
Gly
Pro
val
Arg
Met
285
Ser
Leu
Arg

Glu

Ser
365

Ala

Ser

Asp

190

Ala

Gly

Asp

Gln

Thr

270

Gly

Thr

Leu

Ile

Thr

350

Glu

Gly

Pro

175

Ala

Thr

Arg

Asp

Glu

255

Glu

Leu

Leu

Ser

Asp

338

Ile

Glu

Lys

160

Ala

Asp

Gln

Lys

gy
=

Q

Leu

Phe

Asp

Arg

320

His

Met

Asp

157



Thr

Gly

385

Ala

Gly

Ser

Glu

Ala

465

Met

Pro

Pro

Ala

Leu
370

Tyr

Arg

Tyr

Gly

Thr

450

His

Ala

Arg

Ala

Thr
530

<210> 14
<211> 535

<212> PRT

Ser

Pro

Asp

val

Ser

435

His

Leu

Phe

Ala

Leu

515

Ala

Leu

Leu

Arg

Leu

val

Arg

Lys

405

Lys

420

Pro

Ala

val

Ala

Gly

500

Leu

Pro

Glu

Gly

His

Ala

485

Thr

Pro

<213> homo sapiens

<400> 14

Met Leu Gly Pro Cys Met Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Arg

1

Leu Gln Leu Ser Leu Gly Ile Ile Pro Val Glu Glu Glu Asn Pro Asp

Thr

Gly

390

Ala

Asp

Tyr

Glu

Gly

470

Cys

Thr

Leu

5

Ala
375

Ser

Tyr

Gly

Arg

Asp

455

val

Leu

Asp

Leu

Asp

Ser

Thr

Ala

Gln

440

Val

Gln

Glu

Ala

Ala
520

His

Ile

val

Arg

425

Gln

Ala

Glu

Pro

Ala

505

Gly

Ser

Phe

Leu

410

Pro

Ser

vVal

Gln

Tyr
490

His

Thr

His

Gly

395

Leu

Asp

Ala

Phe

Thr

475

Thr

Pro

Leu

10

Val
380

Leu

Tyr

val

Val

Ala

460

Phe

Ala

Gly

Leu

Phe

Ala

Gly

Thr

Pro

445

Ile

Cys

Pro

Leu
525

Ser

Pro

Asn

Glu

430

Leu

Ala

Asp

Ser

510

Leu

Phe

Gly

Gly

415

Ser

Asp

Pro

His

Leu

495

Val

Gly

Gly

Lys

400

Pro

Glu

Gly

Gln

val

480

Ala

Val

Thr

15

158



Phe

Gln

Gly

65

Lys

Pro

Asp

Phe

Thr

145

Ala

Ser

Asp

Ala

Gly

225

Asp

Trp

Pro

50

Met

Lys

Tyr

Ser

Gln

130

Thr

Gly

Pro

Ala

Thr

210

Arg

Asp

Asn

35

Ala

Gly

Asp

Val

Gly

115

Thr

Arg

Lys

Ala

Asp

195

Gln

Lys

Tyr

20

Arg

Gin

val

Lys

Ala

100

Ala

Ile

Gly

Ser

Gly

180

val

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser

Leu

85

Leu

Thr

Gly

Asn

Val

165

Thr

Pro

Ile

Met

Gln
245

Ala

Ala

Thr

70

Gly

Ser

Ala

Leu

Glu

150

Gly

Tyr

Ala

Ser

Phe

230

Gly

Ala

Ala

55

val

Pro

Lys

Thr

Ser

135

Val

val

Ala

Ser

Asn

215

Arg

Gly

Glu
40

Lys
Thr
Glu
Thr
Ala
120
Ala
Ile
Val
His
Ala
200
Met

Met

Thr

25

Ala

Asn

Ala

Ile

Tyr

105

Tyr

Ala

Ser

Thr

Thr

185

Arg

Asp

Gly

Arg

Leu

Leu

Ala

Pro

90

Asn

Leu

Ala

val

Thr

170

val

Gln

Ile

Thr

Leu
250

Gly

Ile

Arg

75

Leu

val

Cys

Arg

Met

155

Thr

Asn

Glu

Asp

Pro

235

Asp

Ala

Ile

60

Ile

Ala

Asp

Gly

Phe

140

Asn

Arg

Arg

Gly

val

220

Asp

Gly

Ala

45

Phe

Leu

Met

Lys

Val

125

Asn

Arg

Val

Asn

Cys

205

Ile

Pro

Lys

30

Lys

Leu

Lys

Asp

His

110

Lys

Gln

Ala

Gln

Trp

190

Gln

Leu

Glu

Asn

Lys

Gly

Gly

Arg

95

val

Gly

cys

Lys

His

175

Tyr

Asp

Gly

Tyr

Leu
255

Leu

Asp

Gln

80

Phe

Pro

Asn

Asn

Lys

160

Ala

Ser

Ile

Gly

Pro

240

Val

159



Gln

Thr

Gly

Thr

305

Leu

Ile

Thr

Glu

Ser

385

Pro

Glu

Leu

Gly
465

Glu

Glu

Leu

290

Leu

Ser

Asp

Ile

Glu

370

Phe

Gly

"
1

G
fir}

Ser

Asp
450

Pro

Trp

Leu

275

Phe

Asp

Arg

His

Met

355

Asp

Gly

Lys

Glu
435

Glu

Gln

Leu

260

Met

Glu

Pro

Asn

Gly

340

Phe

Thr

Gly

Ala

Ser

Glu

Ala

Ala

Gln

Pro

Ser

Pro

325

His

Asp

Leu

Tyr

Arg

405

Gly

Thr

His

Lys

Ala

Gly

Leu

310

Arg

His

Asp

Ser

Pro

390

Asp

Ser

His

Leu
470

Ser

Asp

295

Met

Gly

Glu

Ala

Leu

375

Leu

Arg

£
[1]
[+

Pro

Ala
455

Val

Gln

Leu

280

Met

Glu

Phe

Ser

Ile

360

Val

Arg

Lys

Glu
440

Gly

His

Gly

265

Asp

Lys

Met

Phe

Arg

345

Glu

Thr

Gly

Ala

Asp

425

Tyr

Glu

Gly

Ala

Pro

Tyr

Thr

Leu

330

Ala

Arg

Ala

Ser

Arg

Asp

Val

Arg

Ser

Glu

Glu

31s

Phe

Tyr

Ala

Asp

Ser

395

Thr

;;
[
)

: ]
£

Gln

val

Gln
475

Tyr

Val

Ile

300

Ala

Val

Arg

Gly

His

380

Ile

Val

Gln

Ala
460

Glu

val

Thr

285

His

Ala

Glu

Ala

Gln

365

Ser

Phe

Leu

Ser
445

val

Gln

270

His

Arg

Leu

Gly

Leu

350

Leu

His

Gly

Leu

Asp

430

Ala

Phe

Thr

Asn

Leu

Asp

Arg

Gly

335

Thr

Thr

val

Leu

val

Ala

Phe

Arg

Met

Ser

Leu

320

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala

400

Gly

Pro

Arg

Ile
480

160



Ala His Val Met Ala Phe Ala Ala Cys Leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys
485 490 495

Asp Leu Ala Pro Pro Ala Gly Thr Thr Asp Ala Ala His Pro Gly Arg
s00 505 510

Ser Val Val Pro Ala Leu Leu Pro Leu Leu Ala Gly Thr Leu Leu Leu
515 520 525

Leu Glu Thr Ala Thr Ala Pro
530 S35

<210> 15
<211> 541
<212> PRT
<213> Artificial

<220> <223> ALP consenso: TNALP de varias espécies de
mamiferos e isoenzimas ALP humanas PLAP, GCALP, IALP

péptido de sinalizacdo e dominio de ancoragem GPI)

<220>
<221> misc feature
<222> (1) ..(4)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (5)..1(9)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature

<222> (10)..(21)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> VARIANTE

le6l

(com



162

<222> (22)..(22)
<223> Xaa pode ser qualgquer aminoadcido de ocorréncia

natural exceto fenilalanina

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(27)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (29)..(30) <223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de

ocorréncia natural

<220>

<221> misc feature

<222> (32)..(32)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (33)..(33)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural exceto cisteina

<220>

<221> misc feature

<222> (35)..(37)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoacido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc_feature

<222> (39)..(41)



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (43)..(44)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (46)..(47)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (50)..(53)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (54)..(54)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature
<222> (55)..(55)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (56)..(50)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

163



<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural exceto serina ou valina

<220>

<221> misc_feature

<222> (59)..(59)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (61)..(61)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (67)..(67)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural exceto leucina, isoleucina ou valina

<220>

<221> misc feature

<222> (70)..(70)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (75)..(75)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoacido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc feature

<222> (B2)..(86)

164



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (88)..(88)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (90)..(91)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (93)..(93)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (96) .. (96)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (99)..(100)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (107)..(111)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

165



<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (116)..(11l06)

<223> Xaa pode ser qualqgquer

natural exceto treonina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(117) ..(117)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto serina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(128) ..(128)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto aspartato

<220>

<221> misc_ feature

<222> (130)..(131)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (133)..(133)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto metionina

<220>
<221> misc_feature

<222> (135)..(135)

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

1le66



<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (139)..(139)

<223> Xaa pode ser qualqgquer

natural exceto histidina ou

<220>

<221> misc feature

<222> (140)..(140)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (141)..(141)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto histidina

<220>

<221> misc_ feature

<222> (142)..(143)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (148)..(148)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220> <221> VARIANTE
<222> (153)..(153)

<223> Xaa pode ser qualquer

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

uma asparagina

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

natural exceto alanina ou isoleucina
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<220>

<221> misc_feature

<222> (155)..(158)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (161)..(1l62)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(168)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (175)..(175)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto aspartato

<220>

<221> misc_ feature

<222> (178)..(178)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (180)..(180)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

168



<220>

<221> VARIANTE

<222> (181)..(181)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto treonina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (182)..(182)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto treonina

<220> <221> VARIANTE
<222> (186)..(186)
<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto leucina

<220>

<221> misc_ feature

<222> (187)..(188)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

<221> misc feature <222> (190)..(190)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (195)..(195)

<223> Xaa pode ser dqualquer

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (196)..(196)

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

169



<223> Xaa pode ser qualquer

aminoacido

natural exceto lisina ou glicina

<220>
<221> VARIANTE
<222> (197)..(197)

<223> Xaa pode ser qualqgquer

natural exceto treonina

<220>

<221> misc feature

<222> (199)..(200)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (202)..(204)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (207)..(207)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (211)..(211)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (214)..(215)

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (217)..(217)

<223> Xaa pode ser

qualquer

qualqgquer

natural exceto fenilalanina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(218)..(218)
Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature
<222> (221)..(221)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (224)..(224)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (232)..(237)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (239)..(239)

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (240)..(240)

<223> Xaa pode ser

qualquer

qualqgquer

natural exceto glicina

<220>

<221> misc feature
<222> (242)..(243)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (245)..(248)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (250)..(250)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (255)..(250)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(260)

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

172



<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (262)..(262)

<223> Xaa pode ser qualqgquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (263)..(265)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural ou ausente

<220>

<221> misc feature

<222> (266)..(268)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (269)..(269)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto arginina

<220>

<221> misc feature

<222> (270)..(274)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (279)..(279)

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

173



<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (281)..(286)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(287) ..(287)
Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature
<222> (288)..(288)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (290)..(291)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (293)..(293)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (297) ..(297)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural exceto lisina

<220>
<221> VARIANTE
<222> (301)..(301)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural exceto valina, treonina ou isoleucina

<220>

<221> misc feature

<222> (302)..(302)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (305)..(305)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto prolina

<220>

<221> misc_ feature

<222> (306)..(300)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (308)..(311)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> misc_feature

<222> (316)..(3106)

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (319)..(321)

<223> Xaa pode ser qualqgquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (323)..(325)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (327)..(331)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (334)..(334)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto leucina

<220>

<221> misc feature

<222> (336)..(330)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (349)..(350)

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

176



<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (352)..(353)

<223> Xaa pode ser qualqgquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (356)..(350)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (358)..(359)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (360)..(360)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto aspartato

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(361)..(361)

Xaa pode ser qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

natural exceto treonina ou isoleucina

<220>
<221> misc_feature

<222> (363)..(363)

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

177



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (366)..(367)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (370)..(371)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (374)..(375)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (379)..(379)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (380)..(380)
<223> Xaa pode ser

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

natural exceto metionina

<220>
<221> misc_feature

<222> (390)..(390)

de ocorréncia natural

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

178

<223> Xaa pode ser qualquer amino&cido



<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(395)..(395)

Xaa pode ser

qualquer

natural exceto leucina

<220>

<221> misc_feature
<222> (396)..(396)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (399)..(399)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (407)..(410)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (411)..(411)

<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(413)..(413)
Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<220>

<221> misc_feature

<222> (415)..(415)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (416)..(41¢6)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto leucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (418)..(419)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (428)..(428)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (429)..(429)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto alanina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(430) ..(430)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto metionina

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

180



<220>

<221> misc_feature

<222> (431)..(431)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (433)..(433)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (435)..(435)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto lisina

<220>

<221> misc_feature

<222> (436)..(436)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (438)..(441)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (442)..(442)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto histidina

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<220>

<221> misc feature

<222> (443)..(44¢6)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (448)..(449)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (451)..(451)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto prolina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(456) .. (4506)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto histidina ou

<220> <221> misc feature
<222> (457)..(457)
<223> Xaa pode ser qualdquer

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(461) .. (461)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto serina ou um

<220>

<221> misc_feature

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

cisteina

aminoacido

aminoacido

aspartato

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

182



<222> (469)..(470)
<223> Xaa pode ser qualdquer

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(473) ..(473)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto treonina

<220>

<221> misc_feature

<222> (477)..(477)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (481)..(481)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (484)..(484)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto leucina

<220>

<221> misc feature

<222> (485)..(487)

<223> Xaa pode ser dqualquer

natural

<220>
<221> misc feature

<222> (492)..(492)

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

183



<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (494) .. (494)

<223> Xaa pode ser qualqgquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (496)..(490)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto fenilalanina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(497) .. (497)
Xaa pode ser qualquer

natural exceto arginina

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(498) .. (501)
Xaa pode ser qualquer

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature

<222> (502)..(507)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (509)..(510)

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

184



<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (517)..(520)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature
<222> (521)..(524)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (526)..(532)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (534)..(534)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (535)..(541)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<400> 15

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

185



Xaa

Xaa

Xaa

Gln

Asp

65

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

145

Xaa

Ala

Ser

Ile

Tyr

Leu

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

50

Gly

Xaa

Pro

Asp

Xaa

130

Thr

Xaa

Xaa

Asp

Ala

210

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
35

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

115

Xaa

Thr

Gly

Pro

Xaa

195

Xaa

[n]
[
~

Xaa

Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa
20

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Gly val

Xaa Xaa
85

Xaa Ala
100

Xaa Xaa

Thr Xaa

Xaa Gly

Lys Ser
165

Xaa Xaa
180

Xaa Xaa

Gln Leu

Arg Lys

Asp Xaa

245

Xaa Trp
260

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

70

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

150

vVal

Xaa

Pro

Xaa

Tyr

230

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

S5

Thr

Gly

Ser

Ala

Xaa

135

Glu

Gly

Tyr

Xaa

Xaa
215

Xaa-

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
40

Xaa

Val

Xaa

Lys

Thr

120

Ser

Val

Xaa

Ala

Xaa

200

Asn

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

25

Xaa

Lys

Thr

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Xaa

val

His

185

Ala

Xaa

Gly

Xaa
265

Xaa
10

Xaa

Leu

Asn

Ala

Xaa
S0

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

170

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
250

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

75

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

155

Thr

Xaa

Xaa

Asp

Xaa X

235

Arg

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

Ile.

60

Arg

Leun

Xaa

Cys

Xaa

140

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Ile

220

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Ala
45

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Gly

125

Xaa

Xaa

Arg

Arg

Gly

205

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

30

Xaa

Phe

Leu

Met

Xaa

110

val

Xaa

Xaa

val

Xaa
190

Cys

Val

Gly

Xaa
270

Xaa
15

Pro

Xaa

Leu

Lys

Asp

95

Xaa

Lys

Xaa

Ala

Xaa
175

Trp

Xaa

Ile

Xaa
255

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

Gly

Gly

BO

Xaa

val

Xaa

Cys

Lys

160

His

Tyr

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

186



Xaa

val

Xaa

305

Xaa

val

Xaa

Gly

His

385

Ile

Thr

Xaa

Xaa

val

465

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

290

Xaa

Ala

Glu

Ala

Xaa

370

Ser

Phe

Xaa

Arg

Gln

450

Ala

Glu

Xaa

Trp

275

Xaa

Arg

Xaa

Gly

Leu

355

Xaa

His

Gly

Xaa

Xaa

435

Xaa

val

Gln

Xaa

Asn

Leu

Xaa

Xaa

Gly

340

Xaa

Thr

val

Leu

Leu

420

Xaa

Ala

Phe

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

325

Arg

Glu

Ser

Phe

Ala

405

Tyr

val

val

Xaa

Xaa

485

Xaa

Thr

Gly

Xaa

310

Leu

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

390

Pro

Gly

Xaa

Pro

Xaa

470

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

295

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

375

Phe

Xaa

Asn

Xaa

Leu

4S5

Gly

Xaa

Xaa

Leu

280

Phe

Asp

Xaa

His

Xaa

360

Asp

Gly

Xaa

Gly

Xaa

440

Xaa

Pro

His

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

Gly

345

Xaa

Thr

Gly

Xaa

Pro

425

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

Xaa

Pro

Ser

Xaa

330

His

Asp

Leu

Tyr

Xaa

410

Gly

Xaa

Glu

Ala

Met

490

Xaa

Xaa

Gly

Leu

315

Xaa

His

Xaa

Xaa

Xaa

395

Xaa

Tyr

Xaa

Thr

His

475

Ala

Xaa

Xaa

Asp

300

Xaa

Gly

Glu

Ala

Xaa

380

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

His

460

Leu

Xaa

Ala

Xaa

285

Xaa

Glu

Phe

Xaa

Ile

365

val

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

445

Xaa

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Met

Xaa

Xaa

350

Xaa

Thr

Gly

Lys

Xaa

430

Xaa

Gly

His

Xaa

Xaa

Xaa

Tyxr

Xaa

Leu

335

Ala

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

415

Xaa

Tyr

Glu

Gly

Cys

495

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

320

Xaa

Xaa

Ala

Asp

Ser

400

Xaa

Gly

Xaa

Asp

Val

480

Xaa

Xaa

187



188

500 505 510

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa
515 520 525

Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
530 5385 540

<210> 16
<211> 524
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> TNALP consenso de varias espécies de mamiferos (com

péptido de sinalizacdo e dominio de ancoragem GPI)

<220>

<221> misc_ feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (14) ..(1le)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (18)..(18)



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (24)..(24)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (27)..(27)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (31)..(31)
<223> Xaa pode ser
natural

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

<220> <221> misc feature

<222> (35)..(35)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(39)..(39)
Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (42)..(42)
<223> Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualqgquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

189



<220>
<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> Xaa pode ser qualguer aminoéacido

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (51)..(51)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoacido

natural exceto serina ou valina

<220>

<221> misc feature
<222> (54)..(54)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (70)..(70)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (80)..(81)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (86)..(86)
<223> Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

190



<220>

<221> misc feature
<222> (94)..(94)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (135)..(135)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (157)..(157)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (177)..(177)
<223> Xaa pode ser

qualguer aminoéacido

qualguer aminoéacido

<222> (137)..(138)

qualquer aminoéacido

qualquer aminoéacido

qualgquer aminoéacido

natural exceto treonina

<220>

<221> misc_feature
<222> (210)..(210)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE

qualguer aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

191



192

<222> (212)..(212)
<223> Xaa pode ser qualgquer aminoadcido de ocorréncia

natural exceto fenilalanina

<220>

<221> misc_feature

<222> (213)..(213)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (216)..(216)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (227)..(227)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (231)..(231)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (238)..(238)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc feature

<222> (242)..(243)



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (245)..(245)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (251)..(251)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (253)..(255)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (258)..(258)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (262)..(263)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (268)..(269)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

193



<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (274)..(274)

<223> Xaa pode ser qualqgquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (277)..(277)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (281)..(282)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (291)..(291)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural exceto lisina

<220>

<221> misc feature

<222> (303)..(304)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (314)..(315)

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

194



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (317)..(318)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (321)..(321)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (323)..(325)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (357)..(357)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (361)..(3061)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (364)..(365)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

195



<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (368)..(369)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(374)..(374)

Xaa pode ser

qualquer

qualqgquer

qualquer

natural exceto metionina

<220>

<221> misc feature
<222> (402)..(402)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (412)..(412)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (425)..(425)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (463)..(463)

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

196



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (475)..(475)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (480)..(480)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (488)..(488)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (494)..(495)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (499)..(499)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (501)..(501)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

197



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (503)..(508)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (510)..(510)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (512)..(512)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (514)..(514)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (517)..(522)
<223> Xaa pode ser
natural

<400> 16

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

198



Met

Ser

Ala

Asn

Ser

65

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

145

val

Xaa

Pro

Met

Ile

Xaa

Gln

Val

50

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

Xaa
210

Xaa

Val

Xaa

35

Xaa

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

Val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

Val

His

180

Ala

Xaa

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala

Thr
85

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

165

Ser

Leu

Xaa

Leu

Lys

Lys

Xaa

Xaa

70

Xaa

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

Asp

Xaa

Glu

Xaa

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Xaa

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Ile
215

Leu

Xaa

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

120

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

200

Xaa

Ala

Asp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Xaa

Trp

val

Asp

185

Cys

val

Ile

10

Pro

Xaa

Leu

Lys

Asp

90

Gln

Lys

Xaa

Ala

Asn

170

Txp

Lys

Ile

Gly

Xaa

Leu

Gly

Gly

75

Lys

Val

Ala

Cys

Lys

155

His

Tyr

Asp

Met

Thr

Tyr

Gln

Asp

60

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

140

Asp

Ala

Ser

Ile

Gly
220

Cys

Trp

Xaa

45

Gly

Leu

Pro

Asp

Glu

125

Thr

Xaa

Thr

Asp

Ala

205

Gly

Xaa

Arg

30

Leu

Met

His

Xaa

Ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn
190

Tyr

Gly

Xaa

15

Xaa

Asn

Gly

His

val

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

Gln

Arg

Xaa

Gln

Thr

val

Xaa

80

Ala

Gly

val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

199



Tyr

225

Lys

Lys

Thr

Leu

Thr

305

Xaa

Asp

val

Xaa

Met

Asn

Met

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

290

Asp

Lys

His

Glu

Asp

370

Xaa

Gly

val

Xaa

Xaa

Phe

Leu

275

Xaa

Pro

Xaa

Gly

Met

355

Thr

[4]
2
~

Ser

Pro

Asp
435

Pro

Gly

Lys

260

Leu

Pro

Ser

Xaa

His

340

Asp

Leu

Asp

Gly
420

Tyr

Lys

Xaa

245

Pro

Xaa

Gly

Leu

Xaa

325

His

Xaa

Thr

Thr
405

Tyr

Ala

Asn

230

Arg

Xaa

Leu

Asp

Ser

310

Gly

Glu

Ala

Xaa

- Pro

390

Asp

Lys

His

Xaa

Leu

Xaa

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

val

375

Lys

val

Asn

Thr

Asp

Lys

Pro

280

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

2]
i
~

Lys

val

Asn
440

Asp

Gly

His

265

Xaa

Tyr

Val

Leu

Ala

345

Xaa

Pro

Xaa
425

Tyr

Val

Leu

250

Ser

Xaa

Glu

Xaa

Leu

330

Lys

Ala

Asp

w
1]

Phe
410

Gly

Gln

Glu

235

Xaa

His

val

Leu

Xaa

315

val

Gln

Gly

His

W
0
[ ]

Thr

Glu

Ala

TYY

Leu

Xaa

Asp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Xaa

Xaa

Arg

Gln

Glu

Xaa

Xaa

Tyr

285

Arg

Xaa

Gly

Leu

Xaa

365

His

]
i}
v

Ile

Glu

Ser
445

Xaa

Xaa

Trp

270

Leu

Asn

Xaa

Gly

His

350

Thr

Val

<
[}
[«

Leu

Asn
430

Ala

Asp

Xaa

255

Asn

Leu

Xaa

Ile

Arg

335

Glu

Ser

Phe

415

val

val

Glu
240

Trp

Arg

Gly

Xaa

Leu

320

Ile

Ala

Xaa

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

200



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

Arg

His Glu

450

Gly
465

Pro

Cys

Leu

17
2232
DNA

<220>
<223>

17

atggtttcac
gagaaagaga
ctggagcttc
gggatgggtg
cctggggagg
tacaacacca
gtgaaggcca
accacccagg
gtgggcattg
teggctgacc
tgtaaggaca
ggtggccgga
aaagccaggg

ccgagataca

Pro

His

Ala

Xaa

Met Ala

Vval Met

Thr

His

Ala

His Gly

455

Leu
470

Leu

Tyr Ala

485

Ala
500

Xaa

Leu Ala

515

Artificial

hsTNALP-FcD10

cattcttagt
aagaccccaa
agaagctcaa
tctccacagt
agaccaggct
atgcccaggt
atgagggcac
ggaacgaggt
tgaccaccac
gggactggta
tcgectacca
aatacatgta
gcacgaggct

agcactccca

Xaa

Xaa

Ser Xaa

Xaa Xaa

actggccatt
gtactggcga
caccaacgtg
gacggctgce
ggagatggac
ccctgacagce
cgtgggggta
cacctccatce
gagagtgaac
ctcagacaac
gcetcatgeat
ccccaagaat

ggacggcctg

cttcatctgg

Gly Glu Asp

His Gly val

Ile
490

Xaa

Xaa Xaa

505

Xaa

Xaa Xaa

520

Xaa

ggcacctgcc
gaccaagcgce
gctaagaatg
cgcatcctca
aagttcccct
gccggcacceg
agcgcagcca
ctgcgctggg
catgccaccc
gagatgcccce
aacatcaggg
aaaactgatg
gacctcgttg

aaccgcacgg

val Ala

460

Xaa Glu

475

Gly Ala

Xaa Xaa

Leu Phe

ttactaactc
aagagacact
tcatcatgtt
agggtcagct
tegtggcect
ccaccgccta
ctgagcgttce
ccaaggacgc
ccagcgecege
ctgaggcctt
acattgacgt
tggagtatga
acacctggaa

aactcctgac

Val Phe

Gln Asn

Asn Xaa

Gly Xaa

Xaa

Tyr

Xaa
495

Leu
510

cttagtgcca
gaaatatgcc
cctgggagat
ccaccacaac
ctccaagacg
cctgtgtggg
ccggtgcaac
tgggaaatct
ctacgcccac
gagccagggce
gatcatgggg
gagtgacgag
gagcttcaaa

ccttgaccce

Lys

Xaa

480

His

Xaa

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780

840

201



cacaatgtgg
aggaacaacg
cggaagaacc
catgaaggaa
caggcaggca
cacgtcttca
atgctgagtg
tacaaggtgg
taccaggcgc
gtcttctcea
ccccacgtga
agctegetta
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcea
gagatgacca
atcgecgtgg
gtgctggact
tggcagcagé
acgcagaaga

gacgatgact

<210> 18

<211> 541
<212> PRT

actacctatt
tgacggaccc
ccaaaggctt
aagccaagca
gcttgacctc
catttggtag
acacagacaa
tgggcggtga
agtctgetgt
agggcceccat
tggcgtatge
aggacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcete
ggaacgtctt
gcctcteect

ag

<213> Artificial

<220>

<223> ALP consenso:

mamiferos e isoenzimas ALP humanas PLAP,

gggtctctte
gtcactctcc
cttcttgetg
ggccctgcat
ctcggaagac
atacacccce
gaagcecctte
acgagagaat
gccectgege
ggcgcacctg
agcctgeate
tcacacatgce
cceccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttettccte
ctcatgctcc

gtctcegggt

gagccaggag
gagatggtgg
gtggaaggag
gaggcggtag
actctgaccg
cgtggcaact
actgccatce
gtctccatgg
cacgagaccc
ctgcacggeg
ggggccaacc
ccacegtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gcecctccecag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg

aaagatatcg

acatgcagta
tggtggccat
gcagaattga
agatggaccg
tggtcactgc
ctatctttag
tgtatggcaa
tggactatgc
acggcgggga
tccacgagca
tcggccactg
cagcacctga
ccctecatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatega
ccctgecece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgceca

atgacgatga

cgagctgaac
ccagatcctg
ccacgggcac
ggccatcggg
ggaccattcc
tctggcccee
tgggecctgge
tcacaacaac
ggacgtggec
gaactacgtce
tgctecectgec
actcctggygg
ctccecggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggag
tcccagcgac
cacgcctece
caagagcagg
caaccactac

cgatgacgat

202

900

3860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2232

TNALP de varios tecidos de espécies de

GCALP,

péptido de sinalizacdo e dominio de ancoragem GPI)

IALP

(com



<220>
<221> misc_feature
<222> (1) ..(4)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (5)..(9)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature

<222> (10)..(21)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (22).. (22)

<223> Xaa €& uma serina ou uma glicina

<220>

<221> misc feature

<222> (23)..(27)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (29)..(30)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature
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<222> (32)..(32)

<223> Xaa pode ser qualdquer

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa é uma tirosina ou

<220>

<221> misc feature

<222> (35)..(37)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (39).. (41)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> misc_ feature
222> (43)..(44)

<223> Xaa pode ser qualdquer

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (46) .. (47)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> misc_ feature

<222> (50) .. (53)

aminoacido de ocorréncia

uma fenilalanina

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia
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<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (54)..(54)

<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature
<222> (55)..(55)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (59)..(59)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (61).. (601)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (70) ..(70)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (75)..(75)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (82)..(80)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (88)..(88)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (90)..(91)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (93).. (93)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (96) .. (96)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (99)..(100)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (107)..(111)

<223> Xaa pode ser gqualguer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11e)..(117)

<223> Xaa é uma alanina ou uma glicina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (128)..(128)

<223> Xaa é uma alanina ou uma glicina

<220>

<221> misc feature

<222> (130)..(131)

<223> Xaa pode ser gualquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (133)..(133)

<223> Xaa é uma valina ou uma isoleucina

<220>

<221> misc_ feature

<222> (135)..(135)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221>

VARIANTE
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<222> (139)..(139)

<223> Xaa é uma treonina ou

<220>

<221> misc feature
<222> (140)..(140)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (141)..(141)

qualqgquer

<223> Xaa é uma arginina ou

<220>

<221> misc_feature
<222> (142)..(143)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (148)..(148)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (155)..(158)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (161)..(162)
<223> Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualqgquer

uma alanina

aminoacido de ocorréncia

uma fenilalanina

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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209

de ocorréncia

de ocorréncia

de ocorréncia

uma treonina

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(168)

<223> Xaa pode ser qualguer aminoéacido
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (175)..(175)

<223> Xaa é uma asparagina ou uma glutamina
<220>

<221> misc_ feature

<222> (178)..(178)

<223> Xaa pode ser gualquer aminodcido
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (180)..(180)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoéacido
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (181)..(181)

<223> Xaa é uma alanina ou uma glicina
<220>

<221> VARIANTE

<222> (182)..(182)

<223> Xaa é uma alanina, uma serina ou
<220>

<221> VARIANTE

<222> (186)..(186)

<223> Xaa & uma serina ou uma treonina



aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

<220>

<221> misc_feature

<222> (187)..(188)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (190)..(190)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (195)..(195)

<223> Xaa pode ser dqualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (196)..(19¢6)

<223> Xaa é um glutamato ou um aspartato
<220>

<221> VARIANTE

<222> (197)..(197)

<223> Xaa é uma metionina ou uma valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (199)..(200)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_feature
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<222> (202)..(204)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (207)..(207)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (211)..(211)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (214)..(215)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (217)..(217)

<223> Xaa é uma isoleucina,
<220> <221> VARIANTE

<222> (218)..(218)

<223> Xaa pode ser dqualquer
natural ou ausente

<220>

<221> misc_ feature

<222> (221)..(221)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

uma valina

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

ou

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

uma metionina

ocorréncia

ocorréncia

211



<220>

<221> misc_feature

<222> (224)..(224)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (232)..(237)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (239)..(239)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (240)..(240)

<223> Xaa é uma valina ou uma prolina

<220>

<221> misc feature

<222> (242)..(243)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (245)..(248)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature
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213

<222> (250) .. (250)
<223> Xaa pode ser qualgquer aminoadcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (255)..(256)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (258)..(260)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (262)..(262) <223> Xaa pode ser gqualquer aminodcido

de ocorréncia natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (263)..(265)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia

natural ou ausente

<220>

<221> misc feature

<222> (266)..(268)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoacido de ocorréncia

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (269)..(269)

<223> Xaa é uma lisina ou uma glutamina



<220>

<221> misc_feature
<222> (270)..(274)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (279)..(279)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (281)..(286)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (287)..(287)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc_ feature
<222> (288)..(288)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(290) ..(291)
Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<220>

<221> misc_feature

<222> (293)..(293)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoacido de
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (297)..(297)

<223> Xaa é um glutamato ou uma aspartato

<220>

<221> misc_ feature

<222> (302)..(302)

<223> Xaa pode ser qualquer aminocadcido de
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (305)..(305)

<223> Xaa é uma leucina ou uma isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (306)..(306)

<223> Xaa pode ser qualguer aminodcido de
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (308)..(311)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (316)..(3106)

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature
<222> (319)..(321)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (323)..(325)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (327)..(331)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (334)..(334)
<223>

<220>

<221> misc_feature
<222> (336)..(3306)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (349)..(350)
<223> Xaa pode ser

natural

qualguer aminoéacido

aminoéacido

qualqgquer

aminoéacido

qualquer

qualquer aminoéacido

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

Xaa é uma fenilalanina ou uma tirosina

qualguer aminodcido de ocorréncia

qualguer aminodcido de ocorréncia
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217

<220>

<221> misc feature <222> (352)..(353)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> misc feature

<222> (356)..(356)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (358)..(359)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (360)..(360)

<223> Xaa é um glutamato ou uma metionina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (361)..(361)

<223> Xaa é uma metionina ou uma fenilalanina

<220>

<221> misc feature

<222> (363)..(363)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminoacido de ocorréncia
natural

<220>

<221> misc_feature

<222>

(366) ..(367)



<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (370)..(371)

<223> Xaa pode ser qualqgquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (374)..(375)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc feature

<222> (379)..(379)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (380)..(380)

<223> Xaa é uma valina, uma

<220>

<221> misc_feature

<222> (390)..(390)

<223> Xaa pode ser dqualquer

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (395)..(395)

<223> Xaa é uma treonina ou

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

isoleucina

aminoacido

uma prolina

de

de

de

de

ou

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

uma leucina

ocorréncia
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<220>

<221> misc_feature
<222> (396)..(396)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (399)..(399)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (407)..(410)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (411)..(411)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc_ feature
<222> (413)..(413)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(415)..(415)
Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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220

Xaa é uma fenilalanina ou uma tirosina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (416)..(416)

<223>

<220>

<221> misc feature

<222> (418)..(419)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (428)..(428)

<223> Xaa pode ser qualquer
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (429)..(429)

<223> Xaa é uma valina, uma
<220>

<221> VARIANTE

<222> (430)..(430)

<223> Xaa é uma valina, uma
<220>

<221> misc feature

<222> (431)..(431)

<223> Xaa pode ser qualdquer
natural

<220>

<221> misc_feature

<222>

(433) ..(433)

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

leucina ou uma fenilalanina

lisina ou uma asparagina

aminoacido de ocorréncia



<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (435)..(435)

<223> Xaa € um glutamato ou

<220>

<221> misc_feature

<222> (436)..(436)

<223> Xaa pode ser qualdquer

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (438)..(441)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (442)..(442)

<223> Xaa é uma tirosina ou

<220>

<221> misc_ feature

<222> (443)..(440)

<223> Xaa pode ser qualquer

natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (448)..(449)

<223> Xaa pode ser dqualquer

natural

aminoacido de ocorréncia

uma prolina

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

uma Serina

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

222

VARIANTE
(451) ..(451)

Xaa é uma serina ou uma alanina

VARIANTE
(456) .. (456)

Xaa é uma arginina, um aspartato ou uma serina

VARIANTE

(456) .. (456) <223> Xaa é uma arginina, um aspartato

ou uma serina

<220>

<221> misc feature

<222> (457)..(457)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (461)..(461)

<223> Xaa é uma glicina ou uma alanina

<220>

<221> misc_feature

<222> (469)..(470)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia
natural

<220>

<221> VARIANTE

<222> (473)..(473)

<223> Xaa € uma metionina ou uma glutamina



<220>

<221> misc_feature
<222> (477)..(477)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (481)..(481)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (484)..(484)

qualquer

qualquer

<223> Xaa é uma asparagina,

<220>

<221> misc_ feature
<222> (485)..(487)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (492)..(492)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (494)..(494)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE

qualquer

qualquer

qualquer

223

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

uma treonina ou uma serina

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia

aminoacido de ocorréncia



<222> (496) .. (490)

<223> Xaa é uma isoleucina ou uma leucina

<220>
<221> VARIANTE
<222> (497)..(497)

<223> Xaa é uma glicina ou um glutamato

<220>
<221> VARIANTE
<222> (498)..(501)

<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc_feature
<222> (502)..(507)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (509)..(516)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (517)..(520)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc_ feature
<222> (b521)..(524)
<223> Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualqgquer

aminoacido

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia
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<220>

<221> misc_feature
<222> (b26)..(532)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (534)..(534)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (535)..(540)
<223> Xaa pode ser

natural ou ausente

<220>

<221> misc_feature
<222> (541)..(541)
<223> Xaa pode ser

natural

<400> 18

Xaa Xaa Xaa Xaa
1

Xaa Xaa Xaa Xaa

qualguer aminoéacido

qualguer aminoéacido

qualguer aminoécido

qualguer aminoécido

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
S 10

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

de

de

de

de

Xaa

Glu

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

Xaa Xaa Xaa Xaa
15

Xaa Xaa Pro Xaa
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Xaa

Gln

Asp

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

145

Xaa

Ala

Ser

Ile

Gly

228

Tyr

Trp

Xaa

50

Gly

Xaa

Pro

Asp

Xaa

130

Thr

Xaa

Xaa

Asp

Ala

210

Gly

Xaa

Xaa

35

Xaa

Met

Xaa

Xaa

Ser

115

Xaa

Thr

Gly

Pro

Xaa

195

Xaa

Gly

Xaa

20

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

100

Xaa

Thr

Xaa

Lys

Xaa

180

Xaa

Gln

Arg

Asp

Xaa

Xaa

val

Xaa

85

Ala

Xaa

Xaa

Gly

Ser

165

Xaa

Xaa

Leu

Lys

Xaa
245

Ala

Xaa

Xaa

70

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

150

val

Xaa

Pro

Xaa

TYTr

230

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Ser

Ala

Xaa

135

Glu

Gly

Xaa

Xaa

215

Met

Xaa

Xaa

40

Ala

val

Xaa

Lys

Thr

120

Ser

val

Xaa

Ala

Xaa

200

Asn

Xaa

Xaa

25

Xaa

Lys

Thr

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Thr

val

His

185

Ala

Xaa

Xaa

Gly

Leu

Asn

Ala

Xaa
90

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

170

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
250

Xaa

Xaa

Xaa

75

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

155

Thr

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

235

Arg

Xaa

Ile

60

Arg

Leu

Xaa

Cys

Xaa

140

Xaa

Thr

Xaa

Xaa

Ile

220

Xaa

Leu

Ala

45

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Gly

125

Xaa

Xaa

Arg

Arg

Gly

205

Xaa

Xaa

Asp

30

Xaa

Phe

Leu

Met

Xaa

110

Val

Xaa

Xaa

vVal

Xaa

190

Cys

val

Asp

Gly

Xaa

Leu

Lys

Asp

95

Xaa

Lys

Xaa

Ala

Xaa
175

Trp

Xaa

Ile

Xaa

Xaa
255

Leu

Gly

Gly

80

Xaa

val

Xaa

Cys

Lys

160

His

Tyr

Asp

Xaa

Glu

240

Xaa

226



Leu

Xaa

Val

Xaa

305

Xaa

Val

Xaa

Gly

His

385

Ile

Thr

Xaa

Xaa

Val
465

Xaa

Xaa

Xaa

290

Xaa

Ala

Glu

Ala

Xaa

370

Ser

Phe

Xaa

Arg

Gln

450

Ala

Xaa

Trp

275

Xaa

Arg

Xaa

Gly

Leu

355

Xaa

His

Gly

Xaa

Xaa

435

Xaa

vVal

Xaa

260

Asn

Leu

Xaa

Xaa

wQ
[
o

Xaa

Thr

val

Leu

Leu

420

Xaa

Ala

Phe

Trp

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

325

Arg

Glu

-Ser

Phe

rla

405

Tyr

val

val

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Xaa

310

Leu

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

390

Pro

Gly

Xaa

Pro

Xaa
470

Xaa

Xaa

Leu

295

Xaa

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

375

Phe

Xaa

Asn

Xaa

Leu

455

Gly

Xaa

Leu

280

Phe

Asp

Xaa

His

Xaa

360

Asp

Gly

Xaa

Gly

Xaa

440

Xaa

Pro

Xaa

265

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

Gly

Qarc
220

Xaa

Thr

Gly

Xaa

Pro

425

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Ser

Xaa

330

His

Asp

Leu

Tyr

Xaa

410

Gly

Xaa

Glu

Ala

Xaa

Xaa

Gly

Leu

315

Xaa

His

Xaa

Xaa

Xaa

398

Xaa

Tyr

Xaa

Thr

His
475

Xaa

Xaa

Asp

300

Xaa

Gly

Glu

Ala

Xaa

380

Xaa

Asp

Xaa

Xaa

His

460

Leu

Xaa

Xaa

285

Met

Glu

Phe

Xaa

Ile

365

Val

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

445

Xaa

Xaa

Xaa

270

Xaa

Xaa

Met

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Lys

Xaa

430

Xaa

Gly

His

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Leu

335

Ala

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

415

Xaa

Tyr

Glu

Gly

Xaa

Xaa

Glu

Xaa

320

Xaa

Xaa

Ala

Asp

Ser

400

Xaa

Gly

Xaa

Asp

val
480

227



Xaa Glu Gln Xaa

Xaa Xaa Xaa Xaa
500

Xaa Xaa Xaa Xaa
515

Xaa Xaa Xaa Xaa
530

<210> 19
<211> 524
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Xaa

485

Xaa

Xaa

Leu

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa
535

His

Xaa

Xaa

520

Xaa

val

Xaa

505

Xaa

Xaa

Met Ala Xaa
490

Xaa Xaa Ala

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa
540

Ala Xaa

Xaa Xaa
510

Leu Xaa
52§

Xaa

Cys Xaa
495

Xaa Xaa

Xaa Xaa

<223> TNALP consenso de varias espécies de mamiferos

péptido de sinalizacdo e dominio de ancoragem GPI)

<220>

<221> misc feature
<222> (3)..(3)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (7)..(7)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (14) ..(le)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature

qualguer aminodcido de ocorréncia

qualguer aminodcido de ocorréncia

qualguer aminodcido de ocorréncia

228
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<222> (18)..(18)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (27)..(27)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(31)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(35)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (39)..(39)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc feature

<222> (42) .. (42)

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

229



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (45)..(45)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (54)..(54)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (70)..(70)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (80)..(81)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (86)..(86)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (94)..(94)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

230



<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (135)..(135)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (137)..(138)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (157)..(157)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (177)..(177)

<223> Xaa pode ser

<220>

<221> misc_feature
<222> (210)..(210)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (212)..(212)

<223> Xaa pode ser

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

uma serina ou uma alanina

qualguer aminodcido de ocorréncia

isoleucina ou valina

231



<220>

<221> misc_feature
<222> (213)..(213)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (216)..(216)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (227)..(227)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (231)..(231)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (238)..(238)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(242) ..(243)
Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

232



<220>

<221> misc_feature
<222> (245)..(245)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (251)..(251)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (253)..(255)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (258)..(258)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (262)..(263)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(268)..(269)
Xaa pode ser

natural

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

233



<220>

<221> misc_feature
<222> (274)..(274)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (277)..(277)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (281)..(282)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (291)..(291)

<223> Xaa pode ser

<220>

<221> misc feature
<222> (303)..(304)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (314)..(315)
<223> Xaa pode ser

natural

qualgquer aminodcido de ocorréncia

qualguer aminodcido de ocorréncia

qualguer aminodcido de ocorréncia

um glutamato ou um aspartato

qualgquer aminoacido de ocorréncia

qualgquer aminodcido de ocorréncia

<220> <221> misc feature

<222> (317)..(318)

234



<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature
<222> (321)..(321)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (323)..(325)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (357)..(357)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (361)..(3061)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc feature
<222> (364)..(365)
<223> Xaa pode ser
natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (368)..(369)

qualquer

qualqgquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

de

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

235



236

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>
<221> VARIANTE
<222> (374)..(374)

<223> Xaa pode ser uma valina ou uma isoleucina

<220>

<221> misc_feature

<222> (402)..(402)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_ feature -

<222> (412)..(412)

<223> Xaa pode ser qualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (425)..(425)

<223> Xaa pode ser gqualgquer aminodcido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (463)..(463)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoacido de ocorréncia

natural

<220>

<221> misc_ feature

<222> (475)..(475)

<223> Xaa pode ser gqualguer aminodcido de ocorréncia

natural



<220>

<221> misc_feature
<222> (480)..(480)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>
<221> misc_feature

<222> (488)..(488)

<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_ feature
<222> (494)..(495)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc feature
<222> (499)..(499)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (501)..(501)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (503)..(508)
<223> Xaa pode ser

natural

qualgquer aminodcido de ocorréncia

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoéacido

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

de

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

237



<220>

<221> misc_feature
<222> (510)..(510)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (512)..(512)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (514)..(514)
<223> Xaa pode ser

natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (517)..(522)
<223> Xaa pode ser

natural

<400> 19

qualquer

qualquer

qualquer

qualquer

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

de

de

de

de

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

ocorréncia

238



Met

Ser

Ala

Asn

Ser

65

Xaa

Leu

Thr

Gly

Asn

145

val

Xaa

Pro

Met

Ile

Xaa

Gln

vVal

50

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

130

Glu

Gly

Tyr

Pro

Xaa
210

Xaa

val

Xaa

35

Ala

val

Glu

Lys

Thr

115

Ser

val

Ile

Ala

Glu

195

Asn

Pro

Pro

20

Thr

Lys

Thr

Glu

Thr

100

Ala

Ala

Thr

val

His

180

Ala

Xaa

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ala

Thr

165

Ser

Leu

Xaa

Leu

Lys

Lys

Xaa

Xaa

70

Xaa

Asn

Leu

Thr

Ile

150

Thr

Ala

Ser

Asp

Xaa

Glu

Xaa

Ile

55

Arg

Leu

Thr

Cys

Xaa

135

Leu

Thr

Asp

Gln

Ile
215

Leu

Xaa

Ala

40

Met

Ile

Glu

Asn

Gly

120

Arg

Arg

Arg

Arg

Gly

200

Xaa

Ala

Asp

25

Leu

Phe

Leu

Met

Ala

105

val

Xaa

Trp

val

Asp

185

Cys

vVal

Ile
10

Pro
Xaa
Leu
Lys
Asp
an

Gln
Lys
Xaa
Ala
Asn
170
Trp

Lys

Ile

Gly

Xaa

Leu

Gly

Gly

75

Lys

val

Ala

Cys

Lys

155

His

Tyr

Asp

Met

Thr

Tyr

Gln

Asp

60

Gln

Phe

Pro

Asn

Asn

140

Asp

Ala

Ser

Ile

Gly
220

Cys

Trp

Xaa

45

Gly

Leu

Pro

Asp

Glu

125

Thr

Xaa

Thr

Asp

Ala

20S

Gly

Xaa

Arg
30

Leu

Met

His

Xaa

Ser

110

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn
190

Tyr

Gly

Xaa

15

Xaa

Asn

Gly

His

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

175

Glu

Gln

Arg

Xaa

Gln

Thr

Val

Xaa

80

Ala

Gly

Val

Gly

Ser

160

Ala

Met

Leu

Lys

239



Tyr

225

Lys

Lys

Thr

Leu

Xaa

Asp

Val

Xaa

Phe

385

Met

Asn

Met

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

290

Asp

Lys

His

Glu

Asp

370

Gly

Xaa

Gly

val

Xaa

Xaa

Phe

Leu

275

Xaa

Pro

Xaa

Gly

Met

355

Thr

Gly

Ser

Pro

Asp
435

Pro

Gly

Lys

260

Leu

Pro

Ser

Xaa

His

340

Asp

Leu

Tyr

Asp

Gly

420

Tyr

Lys

Xaa

245

Pro

Xaa

Gly

Leu

Xaa

325

His

Xaa

Thr

Thr

Thr
405

Tyr

Ala

Asn

230

Arg

Xaa

Leu

Asp

w®n
[ L]
oR

Gly

Glu

Ala

Xaa

Pro

390

Asp

Lys

His

Xaa

Leu

Xaa

Asp

Met

295

Glu

Phe

Gly

Ile

Val

375

Arg

Lys

Val

Asn

Thr

Asp

Lys

Pro

280

Gln

Met

Phe

Lys

Gly

360

Thr

Gly

Lys

Val

Asn
440

Asp

Gly

His

265

Xaa

Tyr

val

Leu

Ala

345

Xaa

Ala

Asn

Pro

Xaa

425

Tyr

val

Leu

250

Ser

Xaa

Glu

Xaa

Leu

330

Lys

Ala

Asp

Ser

Phe

410

Gly

Gln

Glu

235

Xaa

His

Val

Leu

Xaa

21
=4

val

Gln

Gly

His

Ile

395

Thr

Glu

Ala

Tyr

Leu

Xaa

Asp

Asn

300

Ala

Glu

Ala

Xaa

Ser

380

Phe

Xaa

Arg

Gln

Glu

Xaa

Xaa

Tyr

285

Arg

Xaa

Gly

Leu

Xaa

365

His

Gly

Ile

Glu

Ser
445

Xaa

Xaa

Trp

270

Leu

Asn

Xaa

Gly

His

350

Thr

val

Leu

Leu

Asn

430

Ala

Asp

Xaa

255

Asn

Leu

Xaa

Ile

Arg

335

Glu

Ser

Phe

Ala

Tyr

415

Val

Val

Glu
240

Trp

Arg

Gly

Xaa

W =
o e

Ile

Ala

Xaa

Thr

Pro

400

Gly

Ser

Pro

240



Lisboa,

Leu Arg His Glu Thr His
450

Gly Pro Met Ala His Leu
465 470

Pro His Val Met Ala Tyr
485

Cys Ala Xaa Ala Xaa Ser
500

Leu Xaa Leu Ala Xaa Xaa
515

Gly

455

Leu

Ala

Xaa

Xaa

Gly Glu

His Gly

Xaa Cys

Xaa Xaa

505

Xaa Xaa
520

24 de Fevereiro de 2012

Asp

val

Ile

490

Xaa

Xaa

Val

Xaa

475

Gly

Xaa

Leu

Ala

460

Glu

Ala

Xaa

Phe

Val Phe

Gln Asn

Asn Xaa

Gly Xaa
510

Xaa

Xaa
495

Leu

Lys

Xaa

480

His

Xaa

241



REIVINDICACOES

1. Uma fosfatase alcalina dirigida ao osso compreendendo

um polipéptido com a estrutura:
Z-sALP-Y-spacer—-X-W,-V,

em que sALP consiste nos residuos de aminodcidos 18-
502 da SEQ ID NO: 8;
em que V estd ausente ou ¢é uma sequéncia de
aminoadcidos de pelo menos um aminoacido;
X estd ausente ou é uma sequéncia de aminoacidos de
pelo menos um aminocacido;
Y estd ausente ou é uma sequéncia de aminoacidos de
pelo menos um aminocacido;
Z estd ausente ou é uma sequéncia de aminoacidos de
pelo menos um aminocacido;
Wp, € um poliaspartato ou poliglutamato em que n = 10 a
16; e o spacer compreende uma regido de fragmento

cristalizavel (Fc).

2. A fosfatase alcalina da reivindicacdo 1, em gque Fc
compreende um dominio CH2, um dominio CH3, ou uma
regido flexivel, ou em que Fc é um dominio constante
de uma imunoglobulina selecionada do grupo consistindo
em IgG-1, IgG-2, IgG-3, IgG-3 e IgG-4,
preferencialmente em que o Fc é um dominio constante

de uma imunocglobulina IgG-1.

3. A fosfatase alcalina da reivindicacdo 2, em que Fc &

um dominio constante de uma IgG-1 humana.

4. A fosfatase alcalina da reivindicacdo 3, em que Fc é

tal como definido em SEQ ID NO: 3.



5.

10.

11.

A fosfatase alcalina de qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, em que W, & um poliaspartato,

preferencialmente em que n = 10.

. A fosfatase alcalina de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 5, em gque Z estd ausente e/ou em

que V estéd ausente.

. A fosfatase alcalina de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 6, em que

a) Y é um residuo de dois aminoacidos,
preferencialmente em que Y é uma leucina-lisina; e/ou
b) X é um residuo de dois aminoacidos,

preferencialmente em que X é uma aspartato-isoleucina.

.A fosfatase alcalina da reivindicacdo 1, em dgue O

polipéptido é tal como definido em SEQ ID NO: 4.

. A fosfatase alcalina de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 8, compreendendo o polipéptido numa

forma compreendendo um dimero.

A fosfatase alcalina de qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 9, em que a referida fosfatase

alcalina consiste no referido polipéptido.

A fosfatase alcalina de qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 10, em que a fosfatase alcalina se
encontra num transportador farmaceuticamente
aceitéavel, preferencialmente em dgque o transportador
farmaceuticamente aceitédvel é uma solucdo salina, mais
preferencialmente em que a fosfatase alcalina se

encontra no estado liofilizado.



12. A fosfatase alcalina de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 11 para uso como medicamento.

13. A fosfatase alcalina da reivindicacdo 12, numa
dosagem didria de cerca de 0,2 a cerca de 20 mg/kg, ou
uma dosagem semanal de cerca de 1,4 a cerca de 140

ng/kg.

14. Um 4cido nucleico isolado compreendendo ou
consistindo numa sequéncia que codifica o polipéptido

definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8.

15. Un vetor de expressdo recombinante compreendendo

0 &acido nucleico da reivindicacdo 14.

l6. Um vetor de wvirus associado a adenovirus
recombinante compreendendo 0 acido nucleico da

reivindicacdo 14.

17. Uma célula hospedeira recombinante isolada,
transformada ou transfectada com o} vetor da

reivindicacdo 15 ou 1o6.

18. Umn método para a producdo da fosfatase alcalina
de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8,
compreendendo o cultivo da <célula hospedeira da
reivindicacdo 17, em condicbdes adequadas para permitir
a expressdo da fosfatase alcalina, e a recuperacao da

fosfatase alcalina do meio de cultura.

19. O método da reivindicacdo 18, em que a célula
hospedeira é uma célula L, uma célula Cl27, uma célula
3T3, uma célula CHO, uma célula BHK, uma célula COS-7

ou uma célula de ovario de hamster chinés (CHO),



20.

21.

22.

preferencialmente em que a célula hospedeira é uma
célula de ovario de hamster chinés (CHO), mais
preferencialmente em que a célula hospedeira é uma
célula CHO-DG44.

Um kit compreendendo a fosfatase alcalina como
definido em qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 11, e
instrucdes para a sua utilizacdo num método de
correcdo ou prevencdo de um fendtipo de hipofosfatasia

(HPP) .

Uma fosfatase alcalina como definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 11, para utilizacdo num
método de correcdo ou prevencdo de pelo menos um
fenbétipo de hipofosfatasia (HPP) num individuo em

necessidade da mesma.

A fosfatase alcalina da reivindicacdo 21, em que
a) o individuo tem pelo menos um fendétipo de HPP,
preferencialmente em que
i) este fendtipo de HPP  compreende convulsao
relacionada com HPP, ou
ii) este fendtipo de HPP compreende perda prematura
dos dentes deciduos, ou

iii) este fendtipo de HPP compreende mineralizacéo

bssea incompleta, preferencialmente em que a
mineralizacéo Ossea incompleta se trata de
mineralizacéo 6ssea incompleta do fémur, ou
mineralizacéo Ossea incompleta da tibia, ou

mineralizacdo O6ssea 1ncompleta do metatarso, ou
mineralizacdo 6ssea incompleta das costelas, ou
iv) este fendétipo de HPP compreende niveis elevados de

pirofosfato inorgdnico (PPi) no sangue e/ou urina, ou



23.

24.

25.

v) este fendtipo de HPP compreende niveis elevados de
fosfoetanolamina (PEA) no sangue e/ou urina, ou

vi) este fendtipo de HPP compreende niveis elevados de
piridoxal 5’-fosfato (PLP) no sangue e/ou urina, ou
vii) este fendtipo de HPP compreende ganho inadequado
de peso; ou

viii) este fendtipo de HPP compreende raquitismo, ou
ix) este fendtipo de HPP compreende dor &ssea, ou

x) este fendtipo de HPP compreende deposicao de
cristais de pirofosfato de cédlcio dihidrato, ou

X1) este fendétipo de HPP compreende aplasia,

hipoplasia ou displasia do cemento dental.

A fosfatase alcalina da reivindicacdo 21 ou 22,
em que o individuo em necessidade da mesma tem
a) HPP pré-infantil; ou
b) HPP infantil; ou
c) HPP perinatal; ou
d) HPP adulta;
e) HPP odontohipofosfatasia.

A fosfatase alcalina de qualquer uma das
reivindicacdes 21 a 23, em que a utilizacdo compreende
a transfeccédo de uma célula do individuo com o éacido
nucleico que codifica a fosfatase alcalina, em
particular em que a transfeccdo da célula é realizada
in vitro, tal que a fosfatase alcalina seja expressa e
secretada numa forma ativa e administrada ao individuo

com a célula referida.

A fosfatase alcalina de qualquer uma das
reivindicacdes 21 a 23, em que a utilizacdo compreende
a administracdo subcutédnea da fosfatase alcalina ao

individuo.



26. A fosfatase alcalina de qualgquer uma das
reivindicacdes 21 a 23, em que a utilizacdo compreende
a administracdo intravenosa da fosfatase alcalina ao

individuo.

Lisboa, 24 de Fevereiro de 2012
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