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DESCRIPCIÓN

Polipéptidos que controlan el metabolismo del ácido fosfórico, el metabolismo del calcio, el metabolismo de la
calcificación y de la vitamina D y moléculas de ADN que los codifican.

Campo técnico

La presente invención se refiere al uso de un polipéptido que regula el metabolismo del fosfato, el metabolismo
del calcio, el metabolismo de la calcificación y/o de la vitamina D, da a conocer un ADN que codifica el polipéptido,
una composición farmacéutica que contiene el polipéptido como ingrediente activo y un anticuerpo que reconoce el
polipéptido, una composición farmacéutica que contiene el anticuerpo como ingrediente activo, un procedimiento de
diagnóstico que usa el anticuerpo y una composición de diagnóstico.

Técnica anterior

Los fosfatos inorgánicos (a continuación, en el presente documento, pueden denominarse “fosfato”) son esenciales
en el metabolismo energético in vivo y en el mantenimiento de las funciones celulares, y desempeñan una función
importante en la calcificación de tejidos en cooperación con el calcio. El suministro de fosfato a un organismo depende
principalmente de la absorción en el tracto intestinal, y la excreción de fosfato depende de la excreción urinaria en
el riñón y la excreción fecal en el tracto intestinal. En los organismos vivos, el fosfato está distribuido en el líquido
corporal, las fracciones intracelulares y los tejidos calcificados. El nivel de excreción de fosfato inorgánico en un
adulto se mantiene prácticamente en el mismo nivel de la absorción de fosfato inorgánico, sugiriendo la presencia de
un mecanismo regulador que mantiene la homeostasis del metabolismo del fosfato. Se sabe que el metabolismo del
calcio, que comparte similitud con el metabolismo del fosfato en términos de distribución y control homeostático del
nivel en la sangre, está controlado de una manera cooperativa en los mamíferos por factores reguladores, tales como,
al menos la hormona paratiroidea, la calcitonina y la 1α,25-dihidroxivitamina D3.

En la regulación del metabolismo del fosfato se sabe que la hormona paratiroidea promueve la excreción del
fosfato, y que la 1α,25-dihidroxivitamina D3 promueve la absorción del fosfato en el tracto intestinal. Esto sugiere
claramente una estrecha asociación entre el metabolismo del fosfato y el metabolismo del calcio. Sin embargo, aún no
se ha dilucidado una sustancia que controle principalmente el fosfato.

Ahora, los ejemplos de una enfermedad que está asociada con la pérdida de la homeostasis del metabolismo del
fosfato y niveles más bajos de fosfato inorgánico en la sangre incluyen el hiperparatiroidismo primario, el raquitismo
hipofosfatémico hereditario y la osteomalacia inducida por tumores.

El hiperparatiroidismo primario es una enfermedad caracterizada por una sobreproducción de hormona paratiroidea
en las glándulas paratiroideas, y se sabe que desarrolla hipofosfatemia con excreción aumentada de fosfato porque la
sobreproducción de hormona paratiroidea suprime la reabsorción del fosfato inorgánico en el riñón.

Además, los ejemplos conocidos de hipofosfatemia como resultado de enfermedades hereditarias incluyen el raqui-
tismo tipo I dependiente de la vitamina D, el raquitismo tipo II dependiente de la vitamina D y el raquitismo resistente
a la vitamina D. El raquitismo tipo I dependiente de la vitamina D es una enfermedad causada por la disfunción heredi-
taria de la sintasa para producir metabolitos activos de la vitamina D y el raquitismo tipo II dependiente de la vitamina
D es una enfermedad causada por la disfunción hereditaria del receptor de la vitamina D. Ambas enfermedades de-
sarrollan hipofosfatemia junto con hipocalcemia debido a la acción atenuada de los metabolitos de la vitamina D3.
En cambio, para el raquitismo resistente a la vitamina D, se sabe que existen al menos 2 tipos de afecciones clínicas,
el raquitismo hipofosfatémico autosómico y el cromosómico ligado al cromosoma X como resultado de diferentes
causas.

Ambas afecciones clínicas mencionadas anteriormente de raquitismo resistente a la vitamina D dan lugar a hi-
pofosfatemia caracterizada por el fosfato renal. Recientemente, se ha mostrado en pacientes con el raquitismo hipo-
fosfatémico ligado al cromosoma X (a continuación, en el presente documento, también denominado “XLH”) que la
enfermedad está inducida por mutaciones en el gen que codifica una proteína análoga a la endopeptidasa, denominada
PHEX, en el cromosoma X. Sin embargo, no se ha aclarado un mecanismo sobre cómo la disfunción de la proteína
PHEX induce la hipofosfatemia. Es interesante destacar que el análisis genético de un ratón mutante natural (Hyp) que
desarrolló hipofosfatemia ha revelado la deleción parcial del gen que codifica PHEX en este ratón. Los experimentos
realizados usando estos ratones han revelado que los ratones deficientes en PHEX tienen función renal normal, y un
factor humoral, que es diferente de la hormona paratiroidea, pero que induce hipofosfatemia, está presente en el lí-
quido corporal de los ratones Hyp. Con respecto al raquitismo/osteomalacia hipofosfatémico autosómico dominante
(a continuación, en el presente documento, también denominado ADHR), se ha buscado un gen responsable para esta
enfermedad, y la presencia de tal gen en la región 12p13 ha quedado indicada por el análisis de ligamiento. Sin em-
bargo, la región que ha se ha estrechado hasta ese punto aún es amplia y contiene muchos genes, de modo que todavía
no se ha especificado el gen candidato.

La osteomalacia inducida por tumores es una enfermedad que desarrolla hipofosfatemia con fosfato renal aumen-
tado en asociación con tumorigénesis, y se caracteriza porque la hipofosfatemia se elimina por medio de la irradiación
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del tumor o la eliminación del tumor. En esta enfermedad, se cree que el tumor produce un factor que induce la
hipofosfatemia por la supresión de la reabsorción del fosfato en los riñones.

No se ha confirmado que una supuesta molécula causante del raquitismo resistente a la vitamina D sea idéntica a
la responsable de la osteomalacia inducida por tumores. Sin embargo, los dos factores son idénticos en que claramente
son factores desconocidos del metabolismo del fosfato que promueven la excreción urinaria de fosfato. Con frecuencia
se hace referencia al supuesto factor regulador del metabolismo del fosfato con el nombre Fosfatonina. La relación de
este factor regulador del metabolismo del fosfato desconocido y el raquitismo resistente a la vitamina D o la osteoma-
lacia inducida por tumores se ha resumido como comentarios generales (Neison, A. E., Clinical Endocrinology, 47:
635-642, 1997; Drezner, M. K., Kidney Int., 57: 9-18, 2000).

Otra característica del raquitismo resistente a la vitamina D o de la osteomalacia inducida por tumores es el dete-
rioro de la calcificación de los huesos. Podría pensarse que esta calcificación deteriorada de los huesos se desarrolla
de manera secundaria por la hipofosfatemia. Sin embargo, puesto que se ha demostrado que la calcificación anormal
del hueso en experimentos usando ratones Hyp, el ratón modelo para el raquitismo resistente a la vitamina D, se de-
sarrolla independientemente de los niveles de fosfato (Ecarot, B., J. Bone Miner. Res., 7: 215-220, 1992; Xiao, Z.
S., Am. J. Physiol., E700-E708, 1998), resulta razonable que el anterior factor regulador del metabolismo del fosfato
desconocido pueda regular directamente la calcificación en el tejido óseo.

Como se describió anteriormente, los datos de investigación han estado sugiriendo fuertemente la presencia de
un factor desconocido que regula el metabolismo del fosfato, pero aún no se ha podido dilucidar a nivel molecular
una entidad que exhiba la supuesta actividad. Mientras que el documento WO99/60017 da a conocer una secuencia
polipeptídica nueva como una hormona polipeptídica nueva, Fosfatonina, no obstante, no da a conocer la actividad
característica de la fosfatonina con respecto a la inducción de la hipofosfatemia. Por consiguiente, resulta razonable
que pueda existir en los organismos un factor intrínseco no identificado que regule el metabolismo del fosfato.

La vitamina D2 y la vitamina D3 ingerida de los alimentos, o la vitamina D3 sintetizada en la piel son hidrolizadas
por la vitamina D-25-hidroxilasa que se encuentra principalmente en el hígado para producir 25-hidroxivitamina
D. A continuación, la 25-hidroxivitamina D es hidrolizada por la 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilasa presente en
las células epiteliales renales de los túbulos proximales en el riñón para producir 1α,25-dihidroxivitamina D. Esta
1α,25-dihidroxivitamina D es una hormona reguladora mineral que tiene actividades fisiológicas que aumentan los
niveles de calcio y de fosfato del suero, y se sabe que es responsable de la inhibición de la secreción de la hormona
paratiroidea y que está implicada en la promoción de la resorción ósea. La 1α,25-dihidroxivitamina D se convierte a
continuación en metabolitos in vivo que no tienen las actividades fisiológicas anteriores por la 24-hidroxilasa que se
encuentra principalmente en el riñón o en el intestino delgado. Al respecto, se cree que la 24-hidroxilasa es una enzima
que es responsable de la inactivación de la 1α,25-dihidroxivitamina D. Por otra parte, se sabe que la 24-hidroxilasa
actúa también sobre la 25-hidroxi vitamina D y la convierte en 24,25-dihidroxivitamina D. Se ha informado que
la 24,25-dihidroxivitamina D tiene efectos fisiológicos que aumentan la masa ósea o promueven la diferenciación
del cartílago, sugiriendo que esta enzima tiene un aspecto para generar metabolitos biológicamente activos de la
vitamina D.

Los factores conocidos que regulan el nivel de expresión de la 1α-hidroxilasa, que tiene un papel importante en
la activación de la vitamina D, incluyen la hormona paratiroidea (PTH), la calcitonina, la 1α,25-dihidroxivitamina D
y similares. La PTH, cuya secreción es promovida por disminuciones de los niveles de calcio de la sangre, actúa en
los receptores de PTH que están presentes en las células epiteliales de los túbulos proximales renales para promover
la transcripción del gen de la 1α-hidroxilasa a través de un elevado nivel intracelular de AMPc, para aumentar la
concentración en sangre de 1α,25-dihidroxivitamina D. La 1α,25-dihidroxivitamina D promueve la absorción de calcio
desde el tracto intestinal y la reabsorción de calcio en el riñón, aumentando de ese modo el nivel de calcio de la sangre.
Además, se ha informado que la unión de 1α,25-dihidroxivitamina D al receptor de la vitamina D (VDR) actúa en
una región promotora del gen de la 1α-hidroxilasa o del gen de la PTH para suprimir la transcripción de tales genes.
Específicamente, la 1α,25-dihidroxivitamina D tiene un mecanismo de control de retroalimentación para su factor
de activación, PTH y 1α-hidroxilasa. Este mecanismo desempeña un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis del metabolismo del calcio.

Recientemente, se ha informado que una disminución en el nivel de fosfato del suero potencia la expresión del
gen de la 1α-hidroxilasa. En el metabolismo del fosfato, se asume también la presencia de un mecanismo que, por el
aumento de la expresión del gen de la 1α-hidroxilasa asociado con el nivel disminuido de fosfato del suero, eleva el
nivel de 1α,25-dihidroxivitamina D y, por consiguiente, corrige el nivel de fosfato del suero al promover la absorción
de fosfato desde el intestino delgado.

Los ejemplos de un factor responsable de la regulación de la expresión del gen de la 24-hidroxilasa incluyen la
1α,25-dihidroxivitamina D y la PTH. Se ha demostrado que la 1α,25-dihidroxivitamina D interactúa con el receptor
de la vitamina D (VDR) y el complejos se une a una secuencia de respuesta del receptor de la vitamina D que
está presente en la región promotora del gen de la 24-hidroxilasa para promover la transcripción. Se cree que la
1α,25-dihidroxivitamina D activa la 24-hidroxilasa, y por consiguiente induce una disminución en el nivel de 1α,25-
dihidroxivitamina D por la vía catabólica activada. Se sabe que la expresión del gen de la 24-hidroxilasa es suprimida
por la PTH, pero se desconoce su mecanismo molecular detallado.
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El documento WO 01/61007 da a conocer que los ratones transgénicos que expresan FGF tienen bajos niveles
de fósforo en el suero. Dicho documento también da a conocer que el FGF-23 puede usarse para tratar, diagnosticar,
aliviar o prevenir el ADHR.

El documento WO 02/08271 da a conocer un procedimiento para tratar pacientes con trastornos del metabolismo
del fosfato.

El documento WO 01/66596 da a conocer que los productos de escisión del FGF-23 podrían desempeñar una
función en el metabolismo del fosfato.

El documento WO 01/66595 da a conocer composiciones y procedimientos para tratar trastornos del metabolismo
del fosfato usando un mutante de FGF-23 no escindible.

Descripción de la invención

El propósito de la presente invención es proporcionar el uso de un factor nuevo procedente de tumores que sea
capaz de inducir disminuciones en los niveles de fosfato de la sangre.

Resulta coherente que un tumor identificado en la osteomalacia inducida por tumores secrete un factor soluble
que tenga actividad fisiológica, de modo que disminuyan los niveles de fosfato de la sangre. El factor procedente
de tumores provoca el fallo de la homeostasis del metabolismo del fosfato. Por consiguiente, el factor puede estar
caracterizado por uno cualquiera de los siguientes: (1) el factor, que no se produce originalmente in vivo, se produce
específicamente por el tumor, (2) el factor se sobreproduce en el tumor, aunque también se produce en el tejido normal
y (3) el factor se produce en el tumor sin control fisiológico.

Basándose en una suposición de que un factor inductor de hipofosfatemia procedente de tumores se produce de
manera característica en un tumor procedente de osteomalacia inducida por tumores como se describió anteriormente,
los autores de la presente invención han anticipado la transcripción aumentada de un gen que codifica el factor inductor
de hipofosfatemia o mayor estabilidad del ARNm del factor en un tumor. Por consiguiente, tras la extracción del ARN
de una parte de los tejidos tumorales que se extirparon de un paciente con osteomalacia inducida por tumores para
fines terapéuticos, se preparó la biblioteca de ADNc usando vectores de fagos y vectores de plásmidos y a continuación
se cribó para seleccionar los fragmentos génicos que se expresaban específicamente en el tumor. Los procedimientos
realizados para el cribado fueron un procedimiento que selecciona los fragmentos de ADNc determinados por ser
específicamente expresados en el tumor, y un procedimiento que selecciona los fragmentos de ADNc en una biblioteca
de ADNc procedente de tumores que no reaccionan de manera cruzada con las sondas de ADNc procedentes de
una línea celular de células epiteliales de los túbulos proximales del riñón. A continuación se redujo el número de
fragmentos de ADNc seleccionados confirmando la novedad de las secuencias y la expresión característica en el tumor,
obteniendo de ese modo una pluralidad de fragmentos de ADNc que se esperaba que codificaran el factor inductor de
hipofosfatemia. A partir de la información de las secuencias, se intentó clonar los ADNc que contenían el marco de
lectura abierto (ORF) al que pertenecía cada fragmento y se obtuvieron con éxito moléculas de ADN que codificaban
polipéptidos nuevos. Se realizaron además estudios a fondo para encontrar actividades biológicas de los polipéptidos
nuevos, de modo que la presente invención se completó dilucidando que el polipéptido nuevo tiene actividades en la
supresión del transporte de fosfato, en la inducción de hipofosfatemia y en la supresión de la calcificación del tejido
óseo en los animales.

Específicamente, la presente invención es como se detalla a continuación.

(1) el uso de un polipéptido constituido por una secuencia de aminoácidos representada por 4,

En el presente documento, la expresión “condiciones rigurosas” satisface las condiciones de una concentración
de sodio de 750 mM o más, de preferencia 900 mM o más, una temperatura de 40ºC o más, de preferencia 42ºC.
Específicamente, las condiciones rigurosas están constituidas por 6 x SSC, 5 x Denhardt, SDS al 0,5%, formamida al
50% y 42ºC.

También se describe un polipéptido, que es el siguiente polipéptido (a), (b), (c) o (d):

(a) un polipéptido constituido por una secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2 ó 4,

(b) un polipéptido constituido por una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos
representada por ID. SEC. Nº 2 ó 4 por deleción, sustitución o adición de uno o varios aminoácidos, y
que tiene actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad
supresora de la calcificación o actividad reguladora del metabolismo de la vitamina D in vivo,

(c) un polipéptido constituido por una secuencia parcial de la secuencia de aminoácidos representada por ID.
SEC. Nº 2, en el que la secuencia parcial anterior contiene al menos una secuencia de aminoácidos que se
extiende desde el 34º hasta el 201er aminoácido en la secuencia de aminoácidos anterior, o

4



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

(d) un polipéptido constituido por una secuencia parcial de la secuencia de aminoácidos representada por ID.
SEC. Nº 2, en el que la secuencia parcial:

(i) contiene una secuencia de aminoácidos que se extiende al menos desde el 34º hasta el 201er ami-
noácido en la secuencia de aminoácidos anterior,

(ii) está constituida por una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia parcial por deleción,
sustitución o adición de uno o varios aminoácidos, y

(iii) tiene actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad
supresora de la calcificación o actividad reguladora del metabolismo de la vitamina D in vivo.

El polipéptido anterior también incluye un polipéptido modificado por al menos una sustancia seleccionada del
grupo constituido por polietilenglicol, dextrano, poli (N-vinil-pirrolidona), homopolímero de polipropilenglicol, co-
polímero de poli(óxido de propileno) y poli(óxido de etileno), poliol polioxietilado y alcohol polivinílico.

También se da a conocer una composición farmacéutica que contiene el polipéptido anterior como ingrediente
activo.

La composición farmacéutica anterior puede utilizarse para permitir la regulación in vivo del metabolismo del
calcio, del metabolismo del fosfato, del metabolismo de la calcificación o de la vitamina D. Además, la composición
farmacéutica anterior es eficaz contra al menos una afección seleccionada del grupo constituido por la hiperfosfatemia,
el hiperparatiroidismo, la osteodistrofia renal, la calcificación ectópica, la osteoporosis y la hipervitaminosis D.

Se da a conocer un anticuerpo, que reacciona con el polipéptido anterior o con fragmentos parciales del mismo.

El anticuerpo anterior puede obtenerse por un procedimiento que comprende las etapas de inmunizar un animal
con el polipéptido de la presente invención o con fragmentos parciales del mismo, como antígeno.

Se describe una composición farmacéutica que contiene el anticuerpo anterior como ingrediente activo.

La composición farmacéutica anterior puede regular el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el
metabolismo de la calcificación o de la vitamina D in vivo, o puede ser eficaz contra las enfermedades óseas. En
el presente documento, la enfermedad ósea es al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por la
osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfermedades óseas asociadas a la
diálisis, la osteopatía con hipocalcificación, la enfermedad de Paget y la osteomalacia inducida por tumores. (9) Un
agente de diagnóstico, que contiene el anticuerpo anterior y que es para una enfermedad que desarrolla al menos una
anormalidad de entre el metabolismo anormal del calcio, el metabolismo anormal del fosfato, la calcificación anormal
y el metabolismo anormal de la vitamina D (por ejemplo, una enfermedad seleccionada del grupo constituido por la
insuficiencia renal, la pérdida renal de fosfato, la acidosis tubular renal y el síndrome de Fanconi).

Se da a conocer un agente de diagnóstico para una enfermedad ósea, que contiene el anticuerpo anterior, siendo
la enfermedad ósea al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por la osteoporosis, el raquitismo
resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfermedades óseas asociadas a la diálisis, la osteopatía con
hipocalcificación, la enfermedad de Paget y la osteomalacia inducida por tumores.

Se describe un agente de diagnóstico, que contiene un ADN que tiene una secuencia de nucleótidos representada
por ID. SEC. Nº 11 o fragmentos parciales del mismo, y que es para una enfermedad que desarrolla al menos una
anormalidad de entre el metabolismo anormal del calcio, el metabolismo anormal del fosfato, la calcificación anormal
y el metabolismo anormal de la vitamina D.

Un ejemplo de la secuencia parcial tiene una secuencia que se extiende desde el nucleótido 498º hasta el 12966º de
la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 11. Un ejemplo de la enfermedad es el raquitismo/osteomala-
cia hipofosfatémico autosómico dominante.

La presente invención se explica con más detalle seguidamente.

Los términos usados en esta memoria descriptiva están definidos seguidamente.

La expresión “actividad para disminuir los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 de la sangre” indica una actividad
que tiene efecto en la disminución de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 en la sangre.

La expresión “actividad inductora de hipofosfatemia” indica una actividad que tiene efecto en la disminución
de los niveles de fosfato de la sangre. El nivel del fosfato de la sangre está definido por el equilibrio entre (i) la
absorción desde el tracto intestinal y la excreción en la orina y las heces, y (ii) la distribución in vivo del fosfato a
las células o a los tejidos calcificados representados por los tejidos óseos. Por consiguiente, la expresión “actividad
inductora de hipofosfatemia” utilizada en la presente memoria descriptiva significa una actividad para disminuir los
niveles de fosfato de la sangre en un organismo vivo sano, y no significa necesariamente una actividad para provocar
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una hipofosfatemia patológica. La actividad inductora de hipofosfatemia puede ser equivalente, a nivel tisular, a la
actividad de absorción-supresión del fosfato en el tracto intestinal, a la actividad de excreción-promoción del fosfato
en el riñón o el tracto intestinal, o a la actividad que promueve la transferencia de fosfato dentro de las células.

Además, la expresión “actividad supresora del transporte de fosfato” en la presente invención significa una activi-
dad que tiene efecto en una célula diana para suprimir la actividad de un vehículo transportador de fosfato que está
presente en la membrana celular. Las posibles células diana son principalmente las células epiteliales de los túbulos
renales, las células epiteliales de los intestinos o los osteoblastos.

Además, la expresión “actividad supresora de la calcificación” en la presente invención significa una actividad
que suprime el proceso de generación o acumulación de sustancias cristalinas que contienen calcio y fosfato como
composiciones en el tejido óseo y en los tejidos blandos.

Además, la expresión “actividad reguladora del metabolismo de la vitamina D in vivo” indica una capacidad para
regular los cambios en las cantidades absolutas o en la relación de abundancia de vitamina D existente in vivo o de
los metabolitos sintetizados in vivo a partir de la misma. La regulación in vivo de la vitamina D y de los metabolitos
de la misma está regida principalmente por (i) la absorción o excreción en el tracto intestinal y (ii) la reabsorción o
excreción en el riñón, seguida por (iii) la síntesis in vivo de la vitamina D, y (iv) la conversión metabólica dirigida
principalmente por la reacción de hidroxilación. Los principales metabolitos conocidos resultantes de la conversión
metabólica (iv) son los siguientes: 25-hidroxivitamina D que es producida por la hidroxilación en la posición 25 de
la vitamina D por la vitamina D-25-hidroxilasa; 1α,25-dihidroxivitamina D que es producida por la hidroxilación en
la posición 1α de la hidroxivitamina D por la 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilasa; o la 24,25-dihidroxivitamina D
o 1α 24,25-trihidroxivitamina D que es producida por la introducción de un grupo hidroxilo en la posición 24 del
metabolito por la 24-hidroxilasa. La actividad de regulación del metabolismo de la vitamina D puede representarse
como una actividad para regular una actividad enzimática, una expresión genética o cambios en los niveles de proteína
expresados de enzimas implicadas en la generación de tales metabolitos de la vitamina D.

1. ADN que codifica el polipéptido que regula el metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio, el metabolismo
de la calcificación y de la vitamina D

(1) Clonación del ADN

Un ADN representado por ID. SEC. Nº 1, que es uno de los ADN de la presente invención, se obtiene cribando
una biblioteca de ADNc preparada usando una parte de un tumor extirpado de un paciente con probable osteomalacia
inducida por tumores.

La osteomalacia inducida por tumores es una enfermedad que desarrolla hipofosfatemia y osteomalacia por calci-
ficación insuficiente de los tejidos óseos en asociación con la presencia de tumores, y se caracteriza porque la elimi-
nación del tumor provoca la desaparición de estos síntomas. Ha habido informes de que los extractos de los tumores
promueven la excreción urinaria de fosfato en ratas (Popvtzer, M. M. y col., Clinical Research 29: 418A, 1981), y que
se indujo hipofosfatemia en un experimento de trasplante de tumores extirpados en ratones (Miyauchi, A. y col., J.
Clin. Endocrinol. Metab. 67: 46-53, 1988). Por consiguiente, se ha considerado que los tumores producen y secretan
un factor sistémico desconocido.

Los solicitantes utilizaron un caso referido al tumor descrito en Fukumoto, S. y col., Bone 25: 375-377, 1999. En
este caso, se consiguió una recuperación significativa de la hipofosfatemia por la extirpación quirúrgica del tumor.
Además, el tamaño del tumor en este caso era pequeño, con un diámetro de aproximadamente 1 cm. Basándose
en una deducción de que un tejido tan pequeño produce y secreta una sustancia activa que induce hipofosfatemia
y osteomalacia sistémica, los solicitantes han anticipado que la biblioteca de ADNc procedente del tumor que han
preparado contiene, en una frecuencia más alta comparada con otra biblioteca de ADNc procedente de tejido, al
menos un fragmento parcial del gen que codifica la sustancia activa implicada en la inducción de tal afección clínica.
Por consiguiente, para identificar una secuencia del fragmento del gen que codifica la sustancia activa procedente del
tumor, se extrajeron los fragmentos de ADNc que son específicamente abundantes en la biblioteca de ADNc del tumor
por un procedimiento de cribado diferencial.

A continuación se identificaron las secuencias de nucleótidos de los fragmentos de ADNc obtenidos y se compa-
raron unas con otras. Posteriormente, basándose en el solapamiento de las secuencias de nucleótidos, se prepararon
cóntigos para clasificar cada secuencia que se creía que era procedente del mismo gen. Las búsquedas de homología
se realizaron para las secuencias de nucleótidos obtenidas de ese modo con las secuencias de nucleótidos registradas
en Genbank que es la bases de datos proporcionada por National Center for Biotechnology Information (EEUU) (a
continuación, en el presente documento, puede también denominarse “NCBI”). Por consiguiente, se obtuvo la secuen-
cia de nucleótidos que es específicamente abundante en la biblioteca de ADNc del tumor, es decir, una secuencia que
se extiende desde el nucleótido Nº 1522 hasta el nucleótido Nº 2770 de la secuencia de nucleótidos representada por
ID. SEC. Nº 1. Esta secuencia fue idéntica a una parte de la secuencia humana, 12p13 BAC RPCI11-388F6 registrada
en Genbank bajo de número de referencia AC008012. Se cree que esta secuencia registrada representa una secuencia
parcial de la región 12p13 de una secuencia del cromosoma humano. Aunque las localizaciones de los genes estimados
dentro de la secuencia registrada se mostraron con la información de la secuencia de nucleótidos, la secuencia que se
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extiende desde el nucleótido Nº 1522 hasta el 2770 de la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1 y
la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1 de la presente invención no se incluyeron en ninguna de
las regiones especificadas de los genes estimados.

A continuación se diseñaron las sondas y los cebadores de PCR basándose en la secuencia de nucleótidos que se
extiende desde el nucleótido Nº 1522 hasta el 2770 de la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1,
posteriormente se aisló y se identificó una secuencia de nucleótidos continua contenida en la biblioteca de ADNc del
tumor, obteniendo de ese modo la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1. La secuencia de nucleó-
tidos de ID. SEC. Nº 1 tenía un marco de lectura abierto (a continuación, en el presente documento, puede también
denominarse “ORF”) que codificaba un polipéptido constituido por una secuencia de aminoácidos representada por
ID. SEC. Nº 2 que se deduce que tiene una señal de secreción. Los solicitantes han considerado que este es un poli-
péptido que tiene una secuencia nueva, porque la secuencia de aminoácidos del polipéptido no se ha registrado en las
bases de datos de secuencias de aminoácidos de Genbank. Después de una búsqueda usando la secuencia de nucleó-
tidos representada por ID. SEC. Nº 1 y la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2, los solicitantes
han identificado una secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 9 y una secuencia de aminoácidos repre-
sentada por ID. SEC. Nº 10, que se cree que son ortólogos murinos de la molécula. Como se describe a continuación,
una proteína recombinante preparada según una secuencia de aminoácidos humana muestra actividad en ratones. Por
consiguiente, la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2 se comparó con la secuencia de aminoáci-
dos representada por ID. SEC. Nº 10 o secuencia de longitud total murina (Biochem. Biophys. Res. Commun. 2000,
277 (2), 494-498), de modo que la presente invención hace posible evaluar fácilmente si las proteínas, en las que
un aminoácido diferente de los aminoácidos conservados entre los dos ha sido sustituido, tienen actividad biológica
equivalente o similar a la del polipéptido de la presente invención.

(2) Determinación de la secuencia de nucleótidos

Se determina la secuencia de nucleótidos del ADN obtenido como se describió en (1) anteriormente. La secuencia
de nucleótidos puede determinarse por medio de técnicas conocidas, tales como el procedimiento de modificación
química de Maxam-Gilbert o un procedimiento de terminación de cadena de didesoxinucleótidos usando el fago M13.
Normalmente, la secuenciación se realiza usando un secuenciador automático (por ejemplo, el secuenciador de ADN
373A fabricado por PERKIN-ELMER).

La secuencia de nucleótidos del ADN se da como ejemplo en ID. SEC. Nº 1, y la secuencia de aminoácidos del
polipéptido se da como ejemplo en ID. SEC. Nº 2. Mientras el polipéptido constituido por la secuencia de aminoácidos
tenga actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad supresora de la
calcificación o actividad reguladora de los metabolitos de la vitamina D, la secuencia de aminoácidos puede contener
una mutación, tal como una deleción, sustitución o adición de uno o varios aminoácidos.

Por ejemplo, pueden delecionarse 1 o varios aminoácidos, de preferencia 1 a 10, de más preferencia 1 a 5 aminoá-
cidos de la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2; pueden adicionarse 1 o varios aminoácidos, de
preferencia 1 a 10, de más preferencia 1 a 5 aminoácidos a la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº
2; o pueden sustituirse 1 o varios aminoácidos, de preferencia 1 a 10, de más preferencia 1 a 5 aminoácidos con uno u
otros aminoácidos en la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2.

Además, como procedimiento de sustitución, puede realizarse la sustitución conservadora dentro de una familia que
retenga hasta cierto punto las características de los aminoácidos. Los ejemplos de familias clasificadas generalmente
según las características de las cadenas laterales de los aminoácidos son los siguientes.

(i) Familia de aminoácidos ácidos: ácido aspártico, ácido glutámico.

(ii) Familia de aminoácidos básicos: lisina, arginina, histidina.

(iii) Familia de aminoácidos no polares: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, trip-
tófano.

(iv) Familia de aminoácidos polares sin carga: glicina, asparagina, glutamina, cisteína, serina, treonina, tirosina.

(v) Familia de hidroxiaminoácidos alifáticos: serina, treonina.

(vi) Familia de aminoácidos que contienen amida: asparagina, glutamina.

(vii) Aminoácidos alifáticos: alanina, valina, leucina, isoleucina.

(viii) Familia de aminoácidos aromáticos: fenilalanina, triptofano, tirosina.

(ix) Familia de aminoácidos hidrófobos: leucina, isoleucina, valina.

(x) Familia de aminoácidos pequeños: alanina, serina, treonina, metionina, glicina.
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Los ejemplos de sustitución son las secuencias que proceden de la secuencia de aminoácidos representada por
ID. SEC. Nº 2 por la sustitución de la 176ª Arg y/o 179ª Arg con uno u otros aminoácidos, de preferencia, Ala, Gln
o Trp, de modo que la escisión esté inhibida o suprimida en las mismas. Además, el polipéptido también abarca un
polipéptido constituido por una secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos representada por
ID. SEC. Nº 2 por la deleción de 10 o más aminoácidos en el lado N terminal, en el lado C terminal o en ambos
lados (tipo deleción terminal). Los ejemplos de tales formas de deleción terminal incluyen una secuencia derivada de
la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2 por la deleción de 20, 40, 45 ó 50 aminoácidos en el lado
C terminal y/o de 24 ó 33 aminoácidos en el lado N terminal. Las formas de realización de los tipos deleción terminal
son como se muestran a continuación.

Además de los fragmentos parciales (fragmentos parciales del tipo deleción terminal) de la secuencia de aminoá-
cidos representada por ID. SEC. Nº 2 anterior, el polipéptido abarca los fragmentos mutados procedentes de estos
polipéptidos del tipo deleción terminal por deleción, sustitución o adición de uno o varios aminoácidos. Los números
entre paréntesis que aparecen después de los números de posición de los aminoácidos mostrados en ID. SEC. Nº 2 en
la lista anterior indican los números de posición de los nucleótidos en la secuencia de nucleótidos representada por
ID. SEC. Nº 1. Por consiguiente, en el presente documento también se dan a conocer moléculas de ADN constituidas
por las secuencias de nucleótidos mostradas por estas posiciones, o moléculas de ADN que hibridan bajo condiciones
rigurosas a estos ADN.

Para introducir una mutación en al menos una parte de la secuencia de aminoácidos del polipéptido dado a conocer
en el presente documento, se utiliza una técnica que introduce una mutación en la secuencia de nucleótidos de un ADN
que codifica el aminoácido.

Las mutaciones pueden introducirse en el ADN por una técnica conocida, tal como el método de Kunkel o el
procedimiento de mutagénesis dirigida al sitio con muesca bicatenaria (Gapped duplex), o un procedimiento según
los mismos. Por ejemplo, se introduce una mutación basándose en el procedimiento de mutagénesis dirigida al sitio
usando un oligonucleótido mutante como cebador. Además, también puede introducirse una mutación usando un kit
para introducir mutaciones, tales como los kits Mutan-K (TAKARA), Mutan-G (TAKARA), el kit de la serie LAPCR
in vitro Mutagénesis (TAKARA) o similares.

Además, el ADN anterior también abarca un ADN que hibrida bajo condiciones rigurosas a una sonda preparada
a partir del ADN anterior (ID. SEC. Nº 1, 3, 5, 7 y 9) y que codifica un polipéptido que tiene actividad inductora
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de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad supresora de la calcificación o actividad
reguladora del metabolismo de la vitamina D. La sonda utilizada en el presente documento tiene una secuencia que es
complementaria a la secuencia completa o a una secuencia (secuencia parcial) de 17 nucleótidos continuos o más de
la secuencia representada por ID. SEC. Nº 1, 3, 5, 7 ó 9.

En el presente documento, la expresión “condiciones rigurosas” satisface las condiciones de concentración de
sodio de 750 mM o más, de preferencia 900 mM o más, y una temperatura de 40ºC o más, de preferencia 42ºC. Espe-
cíficamente, las condiciones rigurosas utilizadas en el presente documento indican las condiciones constituidas por 6
x SSC, 5 x Denhardt, SDS al 0,5%, formamida al 50% y 42ºC. Además, 6 x SSC significa NaCl 900 mM y citrato de
sodio 90 mM. La solución de Denhardt (Denhardt) contiene BSA (albúmina de suero de ternera), polivinilpirrolidona
y Ficoll 400. 50 x Denhardt está constituido por una composición de BSA al 1%, polivinilpirrolidona al 1% y Ficoll
400 al 1% (5 x Denhardt significa una concentración de un décimo de 50 x Denhardt).

Una vez determinada la secuencia de nucleótidos del ADN dado a conocer en el presente documento, el ADN
puede obtenerse por medio de síntesis química o PCR usando los cebadores sintetizados a partir de la secuencia de
nucleótidos determinada.

2. Vector recombinante que contiene el ADN y preparación de transformante

(1) Preparación del vector recombinante

Puede obtenerse un vector recombinante uniendo (insertando) el ADN dado a conocer en el presente documento
en un vector adecuado. No está específicamente limitado un vector para insertar el ADN, a condición de que pueda
replicarse en un huésped. Los ejemplos de tal vector incluyen ADN de plásmido y ADN de fago.

Los ejemplos de ADN de plásmido incluyen los plásmidos procedentes de Escherichia coli (por ejemplo, pBR322,
pBR325, pUC118 y pUC119), plásmidos procedentes de Bacillus subtilis (por ejemplo, pUB110 y pTP5), plásmidos
procedentes de levadura (por ejemplo, YEp13, YEp24 y YCp50). Un ejemplo de un ADN de fago es el fago lambda.
Además, pueden utilizarse vectores de virus de animales tales como retrovirus, adenovirus o virus vacunal, o vectores
de virus de insectos tales como baculovirus. Además, puede usarse un plásmido de fusión al que estén ligados GST,
His-tag y similares.

Para insertar el ADN en un vector, puede utilizarse un procedimiento que comprende escindir el ADN purificado
usando una enzima de restricción adecuada en primer lugar y unir el ADN escindido obtenido al vector insertando
el ADN escindido en un sitio de enzima de restricción o en un sitio de clonación múltiple de un ADN del vector
adecuado.

Es necesario que el ADN dado a conocer en el presente documento sea incorporado en un vector para que el ADN
ejerza su función. Al vector, además de un promotor y del ADN dado a conocer en el presente documento, pueden
unirse, de ser necesario, un elemento cis tal como un potenciador, una señal de empalme, una señal de adición de
poli A, un marcador de selección y la secuencia de unión de ribosomas (secuencia SD). Además, los ejemplos de
marcador de selección incluyen un gen de la dihidrofolato reductasa, el gen de resistencia a la ampicilina y el gen de
la neomicina-resistencia.

(2) Preparación del transformante

El transformante dado a conocer en el presente documento puede obtenerse introduciendo el vector recombinante
en un huésped, de manera tal que el gen diana pueda expresarse. No está específicamente limitado un huésped a
utilizar en el presente documento, a condición de que pueda expresar el ADN descrito anteriormente. Los ejemplos
de tales huéspedes incluyen: bacterias del género Escherichia, tal como Escherichia coli; del género Bacillus, tal
como Bacillus subtilis; del género Pseudomona, tal como Pseudomona putida; o levaduras tales como Saccharomyces
cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe. Además, pueden usarse también células animales, tales como las células
COS, las células CHO o las células HEK293 y células de insecto, tales como Sf9 o Sf21.

Cuando se usan bacterias, tales como Escherichia coli como huésped, es preferible que el vector recombinante
pueda replicarse de manera autónoma en las bacterias y que comprenda un promotor, la secuencia de unión de ribo-
somas, el ADN y la secuencia de terminación de la transcripción. Además, también puede estar contenido un gen que
regule un promotor. Los ejemplos de Escherichia coli incluyen JM 109 y HB 101, y un ejemplo de Bacillus subtilis es
Bacillus subtilis. Puede utilizarse cualquier promotor, a condición de que pueda expresarse en un huésped, tal como
Escherichia coli. Por ejemplo, pueden usarse los promotores procedentes de Escherichia coli, tal como un promotor
trp, el promotor lac, el promotor PL o el promotor T7 procedente de fago o similares. Puede utilizarse un promotor
diseñado y modificado artificialmente, tal como un promotor tac. No está específicamente limitado un procedimiento
a utilizar en el presente documento para introducir un vector recombinante en bacterias, a condición de que sea un
procedimiento para introducir el ADN en bacterias. Los ejemplos de tales procedimientos incluyen un procedimiento
que usa ión calcio y un procedimiento de la electroporación.

Cuando se utiliza levadura como huésped, se utilizan, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomy-
ces pombe y Pichia pastoris. Un promotor a utilizar en este caso no está específicamente limitado, a condición de que
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pueda expresarse en la levadura. Los ejemplos de tales promotores incluyen un promotor gall, el promotor gal10, el
promotor de la proteína del choque térmico, el promotor MFα 1, el promotor PHO5, el promotor PGK, el promotor
GAP, el promotor ADH y el promotor AOX1. No está específicamente limitado un procedimiento para introducir un
vector recombinante en la levadura, a condición de que sea un procedimiento para introducir el ADN en la levadura.
Los ejemplos de tales procedimientos incluyen un procedimiento de electroporación, el procedimiento de esferoplastos
y el procedimiento de acetato de litio.

Cuando se utiliza una célula animal como huésped, se utilizan las células COS-7 de mono, las células Vero, células
de ovario del hámster chino (células CHO), células L de ratón, células GH3 de rata, células FL humanas, HEK293,
HeLa, Jurkat o similares. Como promotor, puede usarse también el promotor SRα, el promotor SV 40, el promotor
LTR, el promotor de β-actina o similares. Además, puede utilizarse también un promotor genético temprano del cito-
megalovirus humano o similares. Los ejemplos de un procedimiento para introducir un vector recombinante en células
animales incluyen un procedimiento de electroporación, el procedimiento de fosfato de calcio y el procedimiento de
lipofección.

Cuando se utiliza una célula de insecto como huésped, se utilizan las células Sf9, las células Sf21 o similares.
Como procedimiento para introducir un vector recombinante en una célula de insecto, se usa un procedimiento de
fosfato de calcio, el procedimiento de lipofección, el procedimiento de electroporación o similares.

3. Polipéptido que tiene actividad inductora de hipofosfatemia

Se han realizado varios intentos para aislar y para identificar un factor procedente de tumores que tenga activi-
dad inductora de hipofosfatemia en la osteomalacia inducida por tumores. Por consiguiente, se ha mostrado que el
polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene características de ser un factor de secreción nuevo que
es producido por tumores de la osteomalacia inducida por tumores. Las actividades biológicas predichas del factor
inductor de hipofosfatemia se han informado de la siguiente manera.

Efecto en la promoción de la excreción de fosfato en la orina:

Aschinberg, L.C. y col., Journal of Pediatrics 91: 56-60, 1977, Lau, K. y col., Clinical Research 27: 421A,
1979, Miyauchi, A. y col., J. Clin. Endocrinol. Metab. 67: 46-53, 1988.

Supresión de la actividad de transporte de fosfato de las células epiteliales de los túbulos renales:

Cai, Q. y col., N. Engl. J. Med. 330: 1645-1649, 1994, Wilkins, G.E. y col., J. Clin. Endocrinol. Metab. 80:
1628-1634, 1995, Rowe, P.S.N. y col., Bone 18: 159-169, 1996.

Supresión de la actividad de la 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilasa:

Miyauchi, A. y col., J. Clin. Endocrinol. Metab. 67: 46-53, 1988.

En particular, se ha propuesto la existencia de una molécula desconocida que tiene directamente actividad para
suprimir la reabsorción de fosfato en el riñón y se ha denominado “Fosfatonina” (Econs, M.J. Y Drezner, M.K., N.
Eng. J. Med 330: 1679-1681, 1994). También se ha sugerido que una molécula desconocida que tiene tal actividad
biológica está presente también en el XLH. Los hallazgos clínicos para los pacientes con XLH se caracterizan por
la hipofosfatemia con excreción urinaria aumentada de fosfato, que es igual que en los pacientes con osteomalacia
inducida por tumores, y el XLH desarrolla osteomalacia o raquitismo debido a la insuficiencia en la calcificación en
los tejidos óseos. Se ha mostrado que un gen responsable del XLH es un gen que codifica una proteína análoga a la
endopeptidasa, denominada PHEX. Recientemente, se ha mostrado que los ratones Hyp, los ratones mutantes natura-
les, que se sabe que expresan una característica fenotípica similar a la de XLH, tienen una deleción parcial en el gen
que codifica PHEX, sugiriendo de este modo que es válido determinar los ratones Hyp como modelo de XLH en ratón
(Strom, T.M. y col. Human Molecular Genetics 6: 165-171, 1997). El hecho de que el factor inductor de hipofosfate-
mia en los ratones Hyp es un factor humoral ha sido mostrado por un experimento de parabiosis usando ratones Hyp y
ratones normales (Meyer, R.A. y col., J. Bone Miner. Res. 4: 493-500, 1989). En este experimento, disminuyeron los
niveles de fosfato de la sangre de ratones normales y aumentó la excreción urinaria de fosfato. Por consiguiente, se ha
considerado que el factor humoral inductor de hipofosfatemia que existía en los ratones Hyp actuaba en los ratones
normales. Hasta ahora no ha quedado clara la relación entre PHEX, que se espera que tenga una actividad de escisión
peptídica, y este factor inductor de hipofosfatemia desconocido. Sin embargo, se han propuesto algunas hipótesis con
respecto a una relación de que PHEX pueda regular una actividad de un factor inductor de hipofosfatemia desconoci-
do y una posibilidad de que un factor inductor de hipofosfatemia encontrado en la osteomalacia inducida por tumores
pueda ser idéntico al encontrado en XLH (Drezner, M.K. Kidney Int 57: 9-18, 2000). Según esta hipótesis, PHEX y un
factor inductor de hipofosfatemia son ambos expresados normalmente en la misma célula, y PHEX tiene efecto supre-
sor sobre el factor inductor de hipofosfatemia. Las funciones de PHEX disminuyen o desaparecen en el paciente con
XLH, de modo que la actividad del factor inductor de hipofosfatemia se expresa fuertemente. Se supone que en la os-
teomalacia inducida por tumores, tanto PHEX como el factor inductor de hipofosfatemia están elevados, y finalmente
el factor inductor de hipofosfatemia activo excede cuantitativamente el nivel normal. Se supone también que este fac-
tor inductor de hipofosfatemia actúa de manera supresora en la actividad de transporte de fosfato de NPT2, que es uno
de los transportadores de fosfato en el riñón. Se han llevado a cabo numerosos intentos para buscar tal factor inductor
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de hipofosfatemia desconocido, pero ninguno fue capaz de identificar la molécula. Según un estudio realizado por Cai
y col., se ha asumido que el peso molecular de un factor inductor de hipofosfatemia está entre 8 kDa y 25 kDa (Cai,
Q. y col., N. Eng. J. Med. 330: 1645-1649, 1994), mientras que Rowe y col. han propuesto proteínas de 56 kDa y 58
kDa como moléculas candidato. Recientemente, Rowe y col. han presentado una solicitud de patente (WO99/60017)
para un polipéptido constituido por 430 residuos de aminoácidos como factor regulador del metabolismo del fosfato
procedente de tumores para la osteomalacia inducida por tumores. Sin embargo, el polipéptido dado a conocer en esta
solicitud era una secuencia parcial de una proteína que estaba originalmente presente y no se dio a conocer ninguna
actividad biológica referida a la actividad inductora de hipofosfatemia. Recientemente se ha informado un polipéptido
correspondiente a la molécula integral según se dio a conocer por el nombre de MEPE en esta patente, pero tampoco
se dio a conocer ninguna actividad de inducción de hipofosfatemia (Rowe, P.S.N. y col., Genomics 67: 54-68, 2000).
Además, no se ha reconocido ninguna similitud de secuencias ni estructural entre esta molécula y dicho polipéptido.

Como se describió anteriormente, se deduce la presencia de un factor fisiológicamente activo que tiene una acti-
vidad inductora de hipofosfatemia, pero hasta ahora no se ha mostrado la entidad del mismo. Los solicitantes hemos
aclarado la entidad del polipéptido y una secuencia genética que codifica el polipéptido. Además, como se describe a
continuación, han producido el polipéptido usado en el presente documento, han mostrado que el producto tiene efecto
como factor regulador para el metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio y el metabolismo de la vitamina D o
la calcificación y la osteogénesis, y el producto es útil como composición farmacéutica. Además, los solicitantes han
mostrado que el anticuerpo de la presente invención es útil no sólo para la terapia, sino también para el examen clínico
y el diagnóstico. Por otra parte, los solicitantes han mostrado que el ADN que codifica el polipéptido dado a conocer
en el presente documento es útil para el diagnóstico de enfermedades hereditarias y para el diagnóstico polimórfico
del metabolismo del fosfato, del metabolismo del calcio y del metabolismo del hueso.

El polipéptido que tiene actividad inductora de hipofosfatemia puede producirse introduciendo, por ejemplo, una
secuencia que contiene los nucleótidos Nº 133 hasta 885 de la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC.
Nº 1 en una célula huésped adecuada de una forma capaz ser expresada para preparar una célula transformante,
y a continuación permitiendo que se exprese el ADN introducido en la célula transformante. Además, la cadena
polipeptídica que se produce de esta manera puede ser modificada por un mecanismo de modificación proteica del
huésped, tal como la escisión o la adición de cadenas de azúcares.

El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede obtenerse cultivando los transformantes anterio-
res, y recogiendo a continuación del producto del cultivo. La expresión “producto del cultivo” significa, además del
sobrenadante del cultivo, cualquier célula cultivada o microorganismo cultivado, o células lisadas o microorganismos
lisados.

El transformante dado a conocer en el presente documento puede cultivarse por cualquier procedimiento habitual
para cultivar un huésped.

Pueden usarse tanto medios naturales como sintéticos para cultivar el transformante que se obtiene usando un
microorganismo, tal como Escherichia coli o levaduras como huésped, a condición de que contenga una fuente de
carbono, una fuente de nitrógeno, sales inorgánicas y similares que puedan ser asimilados por los microorganismos
y permitan el cultivo eficaz de los transformantes. Los ejemplos de una fuente de carbono incluyen los hidratos
de carbono tales como glucosa, fructosa, sacarosa o almidón, ácidos orgánicos tales como ácido acético o ácido
propiónico y alcoholes tales como etanol o propanol. Los ejemplos de una fuente de nitrógeno incluyen el amoníaco,
las sales de amonio de ácidos orgánicos o inorgánicos tales como cloruro de amonio, sulfato de amonio, acetato de
amonio o fosfato de amonio, u otros compuestos que contienen nitrógeno, y peptona, extracto de carne y licor de maíz.
Los ejemplos de minerales incluyen el fosfato primario de potasio, fosfato secundario de potasio, fosfato de magnesio,
sulfato de magnesio, cloruro de sodio, sulfato ferroso, sulfato de manganeso, sulfato de cobre y carbonato de calcio.

El cultivo se lleva a cabo normalmente en condiciones aerobias, tales como el cultivo con agitación o el cultivo con
aireación y agitación, a 37ºC durante 4 a 48 horas. Durante un período del cultivo, el pH se mantiene dentro del inter-
valo de 6,0 a 8,0. El pH se ajusta utilizando ácidos inorgánicos u orgánicos, disolución alcalina o similares. Mientras
se realiza el cultivo, de ser necesario, pueden añadirse antibióticos al medio, tales como ampicilina o tetraciclina.

Cuando se cultiva un microorganismo transformado con un vector de expresión que usa un promotor inducible,
puede añadirse un inductor a un medio, de ser necesario. Por ejemplo, cuando se cultiva un microorganismo transfor-
mado con un vector de expresión que tiene el promotor T7 que puede inducirse con isopropil-β-D-tiogalactopiranósido
(IPTG), puede añadirse al medio IPTG o similar. Además, cuando se cultiva un microorganismo transformado con un
vector de expresión que usa el promotor trp que puede inducirse con ácido indolacético (IAA), puede añadirse al medio
IAA o similar.

Los ejemplos de un medio para cultivar un transformante que se obtiene usando una célula animal como huésped
incluyen un medio generalmente utilizado RPMI1640, medio DMEM o un medio suplementado con suero de ternera
fetal o similares. El cultivo se lleva a cabo normalmente bajo CO2 al 5% a 37ºC durante 1 a 10 días. Mientras se realiza
el cultivo, de ser necesario, pueden añadirse antibióticos al medio, tales como kanamicina o penicilina. Después del
cultivo, cuando el polipéptido de la presente invención se produce dentro de microorganismos o células, el polipéptido
diana se recoge por tratamiento con ultrasonido, por medio de ciclos repetitivos de congelación descongelación, tra-
tamiento de homogeneizando o similares para lisar los microorganismos o las células. Además, cuando el polipéptido
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dado a conocer en el presente documento se produce fuera de las bacterias o células, la disolución del cultivo se utiliza
intacta, o se realiza una centrifugación o similar para separar y eliminar las bacterias o las células. Posteriormente, el
polipéptido puede aislarse y purificarse del producto del cultivo anterior por medio de un uso singular o combinado
de los procedimientos bioquímicos generales para el aislamiento y la purificación de proteínas, tales como la precipi-
tación con sulfato de amonio, la cromatografía en gel, la cromatografía de intercambio iónico y la cromatografía de
afinidad.

Como se describió anteriormente sobre el XLH, la PHEX, que se cree que es una endopeptidasa, tiene un signifi-
cado importante en la regulación del factor inductor de hipofosfatemia. Por consiguiente, es posible que el polipéptido
que tiene la secuencia de aminoácidos de ID. SEC. Nº 2 pueda tener variadas actividades como resultado de otra
modificación y escisión. En este contexto, usando células CHO ras-clon 1 como huésped, se preparó una línea celular
clonada que produjo un polipéptido recombinante con seis His continuos en el extremo C terminal de la cadena poli-
peptídica. Esta línea celular quedó depositada en el National Institute of Advanced Industrial Science and Technology,
Organismo Internacional de Depósito de Patentes (Chuo 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japón) (número de
referencia FERM BP-7273, fecha original del depósito: 11 de agosto de 2000).

Cuando se examinó el polipéptido dado a conocer en el presente documento producido por la línea celular y
secretado en la disolución del cultivo, se detectaron productos genéticos que tenían diferentes tamaños por medio de
transferencia Western usando un anticuerpo que reconocía la secuencia His-tag, como se muestra en la Figura 2. Las
proteínas correspondientes a las bandas respectivas se aislaron y se llevó a cabo la determinación de las secuencias
de aminoácidos de los extremos N terminales. Por consiguiente, las secuencias de aminoácidos de los extremos N
terminales eran idénticas a la secuencia de aminoácidos del extremo N terminal representado por ID. SEC. Nº 4 y
de la secuencia representada por ID. SEC. Nº 8, respectivamente. Se considera que la proteína que tiene la primera
secuencia corresponde a una proteína de la que se ha eliminado la secuencia señal, y la proteína que tiene la última
secuencia corresponde a una proteína escindida con una enzima, tal como una endopeptidasa.

Ahora, se conoce la furina como una de las enzimas proteolíticas que reconocen RXXR. En realidad, cuando
se expresó el polipéptido dado a conocer en el presente documento en una línea celular deficiente en furina, no se
detectó ningún fragmento. Además, cuando se expresó conjuntamente una proteína α1-PDX recombinante que tenía
actividad de inhibición de la furina con el polipéptido, los productos escindidos en el sobrenadante disminuyeron
significativamente.

Por consiguiente, también se da a conocer un procedimiento para producir el polipéptido dado a conocer en el pre-
sente documento que comprende la etapa de usar células deficientes en furina tras el cultivo, o permitir la coexistencia
con una sustancia que suprime la actividad de la furina.

Cai y col. han sugerido que la actividad supresora del transporte de fosfato en el sobrenadante del cultivo obtenido
cultivando células procedentes tumores de osteomalacia inducida por tumores se mostraba dentro del intervalo de peso
molecular de 8 kDa a 25 kDa cuando se medía por medio de un procedimiento de fraccionamiento con membranas
de diálisis. Es también razonable que la actividad pueda variar al convertir el polipéptido que tiene la secuencia de
aminoácidos de ID. SEC. Nº 4 usado en la presente invención en los polipéptidos resultantes de la escisión entre el
residuo Nº 179, Arg, y el residuos Nº 180, Ser, de ID. SEC. Nº 2.

El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene una actividad supresora del transporte de fosfato
en las células epiteliales de los túbulos proximales renales, que es una forma del efecto de actividad inductora de
hipofosfatemia, como se muestra en la Tabla 2 (Ejemplo 7). La mayor parte del fosfato inorgánico libre que está
presente en la sangre es filtrado en los glomérulos de los riñones, en los que aproximadamente del 80 al 90% del
fosfato inorgánico es reabsorbido en el túbulo proximal renal.

Esta reabsorción se realiza por transporte de fosfato por el transportador de fosfato dependiente de Na tipo II que
está presente en el lado del lumen del túbulo proximal. El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene
una actividad supresora del transporte de fosfato. Esto significa que el polipéptido promueve la excreción urinaria del
fosfato in vivo. Por consiguiente, puede considerarse que el polipéptido induce hipofosfatemia al ejercer su actividad
para suprimir la reabsorción del fosfato en el riñón, en particular, el transporte de fosfato en las células renales de los
túbulos proximales, de modo que se espera que el polipéptido de la presente invención sea la misma sustancia que la
Fosfatonina mencionada anteriormente.

Recientemente se ha identificado el transportador de fosfato dependiente de Na en el tracto intestinal. El trans-
portador se denomina tipo IIb, porque tiene alta homología con el transportador de fosfato dependiente de Na tipo II
que está presente en el riñón. Resulta razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento también
pueda ser responsable de la supresión del transportador de fosfato dependiente de Na tipo IIb que está presente en el
lado del lumen del tracto intestinal, de manera similar para el transportador de fosfato dependiente de Na tipo II en el
riñón. Esta puede considerarse como una forma del efecto de la actividad inductora de hipofosfatemia.

La actividad in vivo del polipéptido dado a conocer en el presente documento se evaluó por medio de un experimen-
to en el que se transplantaron las células recombinantes anteriores que expresaban el polipéptido por vía subcutánea a
ratones atímicos.
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Las células trasplantadas en este experimento se cultivaron en el espacio subcutáneo de los ratones atímicos y,
posteriormente, se dejó que formaran tumores. El polipéptido dado a conocer en el presente documento producido y
secretado por la célula con la formación tumoral se caracteriza porque es liberado en el líquido corporal de los ratones,
de modo que en este modelo animal puede reproducirse la liberación del factor humoral procedente de tumores en
la osteomalacia inducida por tumores. En este experimento del modelo, como se muestra en la Tabla 4 (Ejemplo
11), los ratones trasplantados con las células que expresaban el polipéptido dado a conocer en el presente documento
desarrollaron hipofosfatemia evidente, comparados con los ratones de control individuales en los que se permitió la
generación de tumores por el transplante con células CHO en las que no se había introducido el ADN dado a conocer
en el presente documento, o con los ratones individuales que no habían generado tumores. Por consiguiente, se mostró
que el polipéptido tiene actividad inductora de hipofosfatemia. Además, se mostró también que la tasa de reabsorción
de fosfato también disminuyó y que se había suprimido la reabsorción de fosfato en los riñones. Por consiguiente, se
llegó a la conclusión de que el polipéptido era el factor inductor de hipofosfatemia en la osteomalacia inducida por
tumores.

Por otra parte, en el anterior experimento del modelo, se encontró hipocalcemia en los ratones trasplantados con
las células recombinantes que producían el polipéptido dado a conocer en el presente documento. Por consiguiente,
también se mostró que el polipéptido es también un factor inductor de hipocalcemia. En el experimento descrito en
el Ejemplo 16, en el que se transplantaron células CHO que expresaban el polipéptido de la presente invención en
ratones atímicos, se mostró que los niveles séricos de 1α,25-dihidroxivitamina D disminuyeron continuamente. Como
se describe en los Ejemplos 19 y 20, se mostró que cuando se administró tres veces un polipéptido con mutaciones
introducidas o un polipéptido de longitud total de tipo natural a los ratones normales, los niveles séricos de 1α,25-
dihidroxivitamina D disminuyeron en ambos casos. Además, como se describe en el Ejemplo 24, tras una única
administración del polipéptido, se observaron niveles séricos disminuidos de 1α,25-dihidroxivitamina D durante varias
horas. Por consiguiente, es razonable que esta actividad que causa tal disminución del nivel de 1α,25-dihidroxivitamina
D sea un efecto biológico o fisiológico principal del polipéptido dado a conocer en el presente documento.

Como se describió anteriormente, los niveles séricos de 1α,25-dihidroxivitamina D están regidos por la 1α-hi-
droxilasa y la 24-hidroxilasa. Como se describe en el Ejemplo 16, se ha mostrado que el efecto del polipéptido para
disminuir los niveles séricos de 1α,25- dihidroxivitamina D está acompañado por fluctuaciones en la expresión de
estas enzimas metabólicas. Además, como se describe en el Ejemplo 24, después de 1 hora de la administración del
polipéptido, se observó disminución de los productos de transcripción del gen de la 1α-hidroxilasa, que es responsable
de la producción de metabolitos activos de la vitamina D, y aumento de los productos de transcripción del gen de la 24-
hidroxilasa, que cataboliza los metabolitos activos de la vitamina D. Los niveles séricos de 1α,25-dihidroxivitamina
D disminuyeron gradualmente después de estas fluctuaciones en la expresión, sugiriendo que el efecto del polipéptido
dado a conocer en el presente documento para disminuir los niveles séricos de 1α,25-dihidroxivitamina D se debe
al menos a la expresión suprimida del gen de la 1α-hidroxilasa y a la expresión aumentada del gen de la 24-hidro-
xilasa.

En cambio, en un experimento de transplante a largo plazo (de 44 a 46 días después del transplante) en el que se
transplantaron células CHO que expresaban el polipéptido dado a conocer en el presente documento en ratones atími-
cos como se describe en el Ejemplo 11, la expresión del gen de la 1α-hidroxilasa aumentó. Se demostró que los niveles
de PTH en el suero de ratón en este punto temporal estaban significativamente aumentados comparados con un grupo
de control. Por consiguiente, puede suponerse que la expresión aumentada del gen de la 1α-hidroxilasa fue causada
por un efecto de PTH en nivel elevado. Sin embargo, es interesante destacar que incluso en presencia de un nivel alto
de PTH, la expresión del gen de la 24-hidroxilasa se mantuvo elevada, puede entenderse que el nivel elevado de PTH
no interfirió con la regulación por medio del polipéptido dado a conocer en el presente documento de la expresión del
gen de la 24-hidroxilasa. Como se describe en el Ejemplo 11, los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D3 en el suero
no aumentaron aunque los ratones expresaron hallazgos clínicos graves análogos al raquitismo o hipofosfatemia. Esto
sugiere el efecto de continuo aumento de la expresión del gen de la 24-hidroxilasa por el polipéptido dado a conocer
en el presente documento.

A. Nykjaer y col. han revelado que la 25-hidroxivitamina D es reabsorbida en el túbulo proximal renal (Cell, vo-
lumen 96, páginas 507-515, 1999). Aunque la presente memoria descriptiva no lo describe, en un experimento en el
que se habían transplantado células CHO que expresaban el polipéptido dado a conocer en el presente documento en
ratones atímicos, no se encontraron cambios significativos en el nivel de 25-hidroxivitamina D del suero. Además,
no se reconoció que la acción del polipéptido afectara la excreción fraccionada (calculada con nivel urinario/nivel
sérico/TFG) de los principales electrolitos, tales como el sodio, el potasio o el cloruro, los principales aminoácidos
o la glucosa, respaldando el hecho de que la función de reabsorción del túbulo renal no estaba deteriorada (T. Shi-
mada y col., Proc. Natl. Acad. Sci, en prensa). Por consiguiente, se asumió que el polipéptido dado a conocer en el
presente documento no disminuye los niveles de 25-dihidroxivitamina D del suero al inhibir la reabsorción de la 25-
hidroxivitamina D en el túbulo renal, sino al actuar específicamente en la vía sintética de la 1α,25-dihidroxivitamina
D.

Se sabe que el nivel sérico de la 1α,25-dihidroxivitamina D está significativamente disminuido en la osteomalacia
inducida por tumores. Además, en el raquitismo hipofosfatémico resistente a la vitamina D (XLH) o Hyp, el modelo
de ratones que expresa las alteraciones clínicas del XLH, los niveles séricos de la 1α,-25-dihidroxivitamina D están
dentro del intervalo normal o dentro de un intervalo algo inferior al límite más bajo del intervalo normal, indepen-
dientemente de los niveles gravemente disminuidos de fosfato del suero. Se sabe también que la expresión del gen
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de la 24-hidroxilasa está aumentada en los ratones Hyp. En estas afecciones clínicas que desarrollan hipofosfatemia,
normalmente, a medida que disminuye el nivel de fosfato del suero, aumenta la expresión genética de la 1α-hidro-
xilasa, aumentando de ese modo los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D del suero. Por consiguiente, se cree que
un fallo en cualquiera de los sistemas reguladores que desactive tal respuesta fisiológica normal es al menos una de
las causas de las afecciones clínicas. Estos fenómenos son análogos a las respuestas fisiológicas observadas en los
ratones descritos en el Ejemplo 11, 19 ó 20, sugiriendo fuertemente que el polipéptido de la presente invención tiene
efecto en la disminución de los niveles séricos de 1α,25-dihidroxivitamina D3 en las afecciones clínicas mencionadas
anteriormente.

Queda claro por las radiografías que se muestran en la Figura 5 que el grado de calcificación en los tejidos óseos
de los ratones trasplantados con las células recombinantes que expresaban el polipéptido dado a conocer en el pre-
sente documento estaba significativamente disminuido comparado con el del grupo de control. También se observó
deformación del tórax o similar, sugiriendo que el polipéptido tenía un efecto en la formación del esqueleto.

Es decir, resulta razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento tenga un efecto de supresión
de la calcificación de tejidos óseos, o efecto de promoción del reclutamiento de calcio y de fosfato de los tejidos óseos.
Resulta también razonable que las disminuciones significativas en los niveles de fosfato y de calcio de la sangre causen
la supresión secundaria de la calcificación del tejido óseo.

En los ratones Hyp, se cree que las células procedentes del hueso producen un factor que suprime la actividad del
transporte de fosfato en el túbulo proximal renal (Lajeunesse, D. y col., Kidney Int. 50: 1531-1538, 1996). Además, se
ha informado que los osteoblastos de los ratones Hyp liberan factores supresores de la calcificación (Xiao, Z. S., Am.
J. Physiol., E700-E708, 1998). Como se describió anteriormente, en el XLH y en la osteomalacia inducida por tumo-
res, los hallazgos clínicos tales como hipofosfatemia y la calcificación insuficiente en los tejidos óseos se asemejan
mucho el uno al otro, y es probable que estos hallazgos clínicos estén inducidos por un único factor humoral. Tomados
juntos, estos hechos sugieren la posibilidad de que la actividad supresora del transporte de fosfato renal y la actividad
supresora de la calcificación del hueso informadas en estos estudios de los ratones Hyp puedan estar causadas por el
mismo factor. Además, también se ha informado que los osteoblastos de los ratones Hyp exhiben osteogénesis anormal
incluso en el estado en el que los niveles de calcio y de fosfato se encuentran en el intervalo normal (Ecarot, B. y col.,
J. Bone Miner. Res. 7: 215-220, 1992). El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene actividades que
son similares a las de un supuesto factor de los ratones Hyp anteriores. Por consiguiente, resulta razonable que el poli-
péptido dado a conocer en el presente documento tenga, además de la actividad inductora de hipofosfatemia, un efecto
de regulación directa de la calcificación de los tejidos óseos no mediada por las anormalidades en el metabolismo del
calcio o del fosfato.

En el proceso de completar la presente invención, además de un gen que codifica el polipéptido dado a conocer
en el presente documento, también se obtuvo la proteína 1 de la matriz de dentina (DMP-1) como se muestra en la
Tabla 1 del Ejemplo 3. Este gen se expresa de manera abundante en la dentina de los dientes, y se cree que una pro-
teína codificada por este gen tiene un papel importante, como proteína de la matriz extracelular de la dentina, en la
formación de la matriz calcificada de la dentina. De manera similar, se obtuvo un gen que codificaba una proteína de
fosforilación extracelular de la matriz (MEPE) como OST190. Se desconocen las funciones detalladas de la molécula.
También de manera similar, se obtuvo un gen que codificaba la osteopontina. MEPE, DMP-1 y la osteopontina tienen
características comunes en que son proteínas de fosforilación que tienen la secuencia del motivo RGD, son ricas en
serina y treonina que pueden fosforilarse, tienen alto contenido de ácido glutámico y ácido aspártico que son ami-
noácidos ácidos, y muestran características de proteínas ácidas intensas. Una región ácida característica, la secuencia
denominada ASARM, se conserva entre MEPE y DMP-1 (Rowe, P.S.N. y col, Genomics 67: 54-68, 2000), sugiriendo
similitud en su significación fisiológica o funcional. Se cree que la interacción con el calcio y/o el fosfato inorgánicos
tras el comienzo de la calcificación es una de las funciones de tal proteína característica. Se ha informado la expresión
del gen de la osteopontina en una diversidad de células, tales como en los macrófagos, además de los osteoblastos
y osteoclastos. Por otra parte, se ha informado recientemente la expresión de DMP-1 en tejidos óseos, en particular
en osteocitos. Se conoce la expresión genética de MEPE en el tejido mieloide o en células del osteosarcoma tales
como SaOS-2. El hecho que se haya encontrado una proteína de matriz tan ácida en el tejido calcificado junto con el
polipéptido dado a conocer en el presente documento en el curso de la presente invención representa un aspecto de un
tipo de efecto de dicho polipéptido. Específicamente, hay posibilidades de que dicho polipéptido induzca la expresión
de moléculas específicas de tejido calcificado que están representadas por las moléculas anteriores, de modo que el
polipéptido regule la calcificación, el metabolismo del calcio y el metabolismo del fosfato de una manera cooperativa,
o que la molécula inducida regule de manera secundaria la calcificación, el metabolismo del calcio y el metabolismo
del fosfato. Resulta también razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento pueda regular el
metabolismo del hueso actuando directamente sobre los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Por consiguiente, el
polipéptido dado a conocer en el presente documento puede ser eficaz en la terapia para las enfermedades metabólicas
del hueso representadas, por ejemplo, por la osteoporosis.

Recientemente, se ha mostrado que aparecen células con fenotipo análogo a osteoblastos en sitios de calcificación
ectópica, sugiriendo que la calcificación puede tener lugar por el mecanismo similar al del proceso de calcificación
en tejido óseo. Por consiguiente, es también razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento
sea eficaz en la terapia de la calcificación ectópica al suprimir la aparición o la función de tales células a cargo de la
calcificación.
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El polipéptido anterior puede modificarse. Por ejemplo, el polietilenglicol, dextrano, poli (N-vinil-pirrolidona),
homopolímero de polipropilenglicol, copolímero de óxido de polipropileno/óxido de etileno, poliol polioxietilado,
alcohol polivinílico y similares se seleccionan adecuadamente para el uso. Como procedimiento de modificación,
puede utilizarse cualquier técnica conocida. Por ejemplo, una de tales técnicas se da a conocer en la Publicación de
Patente JP (traducción del PCT) Nº 10-510980.

4. Anticuerpo contra el polipéptido dado a conocer en el presente documento

Un anticuerpo de la presente invención reacciona específicamente con el polipéptido constituido por ID. SEC. Nº
4. En la presente invención, el término “anticuerpo” significa la molécula completa del anticuerpo o el fragmento del
mismo (por ejemplo, fragmento Fab o F(ab’)2) que es capaz de unirse al polipéptido o a sus fragmentos antigénicos, y
puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal.

El anticuerpo de la presente invención puede prepararse según un procedimiento convencional. Por ejemplo, el
anticuerpo puede prepararse por cualquier procedimiento in vivo, que implica la inmunización de animales una vez
o varias veces (inmunización estimulada) en un intervalo de varias semanas usando un antígeno junto con un adyu-
vante, o un procedimiento in vitro, que implica el aislamiento de inmunocitos y la sensibilización de los inmunocitos
usando un sistema de cultivo adecuado. Los ejemplos de inmunocitos capaces de producir el anticuerpo de la presente
invención incluyen las células del bazo, células de las amígdalas y células linfoides.

Un polipéptido para ser utilizado como un antígeno no tiene que ser el polipéptido anterior completo. Puede usarse
una parte del polipéptido como antígeno. Para usar un péptido corto como antígeno, en particular, un péptido que
tiene una longitud tan corta como aproximadamente 20 residuos de aminoácidos, tal péptido se une por medio de
modificación química o similar a una proteína vehículo con alta antigenicidad, tal como la hemocianina de lapa o la
albúmina de suero de ternera, o se une de manera covalente a un péptido que tiene la estructura central ramificada,
tal como un péptido multiantigénico (MAP) con núcleo de lisina, en lugar de una proteína vehículo (Posnett y col., J.
Biol. Chem. 263, 1719-1725, 1988; Lu y col., Mol. Immunol. 28, 623-630, 1991; Briand y col., J. Immunol. Methods
156, 255-265, 1992).

Como adyuvante, por ejemplo, se utiliza el adyuvante completo o incompleto Freund, gel de hidróxido de aluminio
o similares. Como los animales a los que administrar un antígeno, se utilizan, por ejemplo, ratones, ratas, conejos,
ovejas, cabras, pollos, ganado vacuno, caballos, cobayas y hámsteres.

Los anticuerpos policlonales pueden obtenerse recogiendo sangre de estos animales inmunizados, separando el
suero y purificando las inmunoglobulinas mediante el uso de uno o una combinación apropiada de precipitación con
sulfato de amonio, cromatografía de intercambio aniónico y cromatografía de proteínas A o G. Cuando el animal
anterior es un pollo, los anticuerpos pueden purificarse a partir de los huevos.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse por purificación del sobrenadante del cultivo del hibridomas pre-
parado permitiendo que los inmunocitos, que se han sensibilizado in vitro o de los anteriores animales, se fusionen con
células progenitoras que pueden cultivarse, o a partir de ascitis obtenida por inoculación intraperitoneal de los hibrido-
mas en los animales. Como células progenitoras, pueden usarse líneas celulares establecidas que están generalmente
disponibles de un animal, tal como un ratón. Una línea celular de preferencia para utilizar en el presente documento
tiene selectividad por fármacos, y tiene una característica tal que no puede sobrevivir en medio de selección HAT (que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina) cuando está en estado sin fusionar, pero puede sobrevivir solamente
en su estado fusionado con las células productoras de anticuerpos. Los ejemplos de tales líneas celulares incluyen las
células X63, NS-1, P3U1, X63.653, SP2/0, Y3, SKO-007, GM1500, UC729-6, HM2.0 y NP4-1.

Las técnicas específicas para preparar anticuerpos monoclonales son las siguientes.

El polipéptido o el fragmento del mismo, preparado como se describió anteriormente, se administran como antí-
geno al animal anterior. La dosificación de antígeno por animal es de 1 a 100 µg cuando se utiliza un adyuvante. La
inmunización se realiza principalmente por inyección intravenosa, subcutánea o intraperitoneal. Además, el intervalo
de inmunización no está específicamente limitado. En un intervalo de varios días a varias semanas, de preferencia de
1 a 3 semanas, la inmunización se realiza de 1 a 10 veces, de preferencia de 2 a 5 veces. De 1 a 10 días más tarde, de
preferencia de 1 a 4 después de la fecha de la inmunización final, se recogen las células productoras de anticuerpos.

Para obtener hibridomas, se realiza la fusión celular de las células productoras de anticuerpos y las células proge-
nitoras (células de mieloma). La fusión celular se realiza en un medio sin suero para el cultivo de células animales, tal
como el medio DMEM o RPMI-1640, mezclando 5 x 106 a 1 x 108 células por ml de células productoras de anticuer-
pos con 1 x 106 a 2 x 107 células por ml de células de mieloma (una relación de preferencia de células productoras de
anticuerpos a células de mieloma es 5:1), y realizando la reacción de fusión en presencia de un agente promotor de
la fusión celular. Como agente promotor de la fusión celular, puede usarse el polietilenglicol o similares que tengan
un peso molecular medio de 1000 a 6000 Dalton. Además, las células productoras de anticuerpos y las células de
mieloma pueden también fusionarse con un dispositivo de fusión celular comercial usando estimulación eléctrica (por
ejemplo, electroporación).
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Después del tratamiento para conseguir la fusión celular, los hibridomas de interés se seleccionan de las células. La
suspensión de células se diluye de manera apropiada en, por ejemplo, medio RPMI-1640 que contiene suero fetal de
ternera, inoculado en una placa de microvaloración a una concentración de aproximadamente 5 x 105 células/pocillo. El
medio de selección se añade a cada pocillo, y a continuación se realiza el cultivo intercambiando de manera adecuada
el medio de selección. Como resultado, pueden obtenerse como hibridomas células que han proliferado aproximada-
mente 14 días tras el comienzo del cultivo en el medio de selección. El sobrenadante del cultivo de hibridomas que han
proliferado se criba para verificar la presencia de anticuerpos que reaccionan con el polipéptido dado a conocer en el
presente documento. El cribado de hibridomas puede realizarse según un procedimiento habitual, y el procedimiento
de cribado no está específicamente limitado. Por ejemplo, se recoge una parte del sobrenadante del cultivo contenido
en los pocillos en los que crecen los hibridomas y a continuación se realiza el cribado por enzimoinmunoensayo,
radioinmunoensayo o similar.

Como alternativa, los anticuerpos monoclonales pueden prepararse cultivando células productoras de anticuerpos
inmortalizadas que se obtienen permitiendo que un virus adecuado, tal como el virus EB, infecte inmunocitos sensibi-
lizados in vitro o el animal inmunizado anterior.

Aparte de estas técnicas de ingeniería celular, los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse también por técnicas
de ingeniería genética. Por ejemplo, tales genes de anticuerpos pueden también amplificarse y obtenerse por PCR
(reacción en cadena de la polimerasa) a partir de inmunocitos sensibilizados in vitro o del animal anterior. El gen se
introduce en un microorganismo, tal como Escherichia coli, para permitir que produzca anticuerpos, o se utiliza para
permitir que un fago exprese el anticuerpo como proteína de fusión en la superficie.

La determinación cuantitativa de la cantidad del polipéptido dado a conocer en el presente documento in vivo
usando el anticuerpo de la presente invención hace posible dilucidar la relación entre el polipéptido y los estados
clínicos de diversas enfermedades. Por otra parte, el anticuerpo puede aplicarse al diagnóstico o a la terapia y puede
utilizarse para realizar la purificación por afinidad eficaz del polipéptido.

Se asume que hay algunas enfermedades cuyas causas residen en una disminución de los niveles de 1α,25-dihi-
droxivitamina D inducidos por la acción excesiva del polipéptido de la presente invención. Por ejemplo, aunque el
raquitismo hipofosfatémico resistente a la vitamina D (XLH) desarrolla hipofosfatemia grave, no se encuentra aumen-
to en los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D3 del suero. Se cree que la razón es la anormalidad en grupos de genes
de enzimas que metabolizan la vitamina D. En esta enfermedad, puede estar implicada la acción excesiva del poli-
péptido dado a conocer en el presente documento. En Hyp, que es un modelo de XLH en ratón, se ha informado la
expresión aumentada del gen de la 24-hidroxilasa. Esto concuerda con el efecto del polipéptido de inducir la expresión
aumentada del gen de la 24-hidroxilasa. Por consiguiente, se espera que esta enfermedad pueda tratarse administran-
do el anticuerpo contra el polipéptido para normalizar metabolismo de la vitamina D y posteriormente para corregir
los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D3 del suero. Un ejemplo de una enfermedad que presenta hallazgos clínicos
similares a los del XLH es el raquitismo hipofosfatémico autosómico dominante (ADHR). Después de clonar el poli-
péptido dado a conocer en el presente documento, los solicitantes han deducido que un gen que codifica el polipéptido
es un gen responsable del ADHR, basándose en su localización en el cromosoma. Recientemente, se ha analizado
un gen responsable del ADHR y se ha informado que la enfermedad está causada por una mutación sin sentido en
el gen que codifica el polipéptido. Los solicitantes han aclarado además que esta mutación confiere resistencia frente
a la escisión enzimática y han mostrado que el efecto excesivo de esta molécula es una causa de la enfermedad. Es
razonable suponer que el anticuerpo contra el polipéptido dado a conocer en el presente documento sea eficaz en el
tratamiento de esta enfermedad a través de su efecto supresor. El ADHR desarrolla osteomalacia, metabolismo mine-
ral desordenado y metabolismo de la vitamina D desordenado. Por consiguiente, entre las enfermedades metabólicas
de los huesos que están estrechamente relacionadas con tal ruta metabólica, puede haber enfermedades en las que el
polipéptido tenga efecto como causa de la enfermedad. Puede esperarse que el anticuerpo contra el polipéptido sea
eficaz para tal enfermedad. Como un efecto de la 1α,25-dihidroxivitamina D, se conoce la supresión de la diferen-
ciación en adipocitos. Se sabe que los adipocitos aumentan en la médula ósea con la edad. En este caso, puede haber
aumento de la diferenciación en adipocitos de las células precursoras comunes de osteoblastos, adipocitos y células
del estroma que mantienen la hematopoyesis que estén presentes en la médula ósea. Es razonable suponer que en este
proceso, el polipéptido dado a conocer en el presente documento pueda actuar excesivamente en la disminución local
de los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D. Por consiguiente, puede esperarse que el uso del anticuerpo contra el
polipéptido permita aumentar los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D en la sangre o locales, suprima la diferencia-
ción en adipocitos y mejore la capacidad disminuida de formación de hueso o de hematopoyesis. Además, también
se espera que el anticuerpo sea eficaz contra la obesidad. Es razonable suponer que haya otras de tales enfermedades
en las que esté implicado el polipéptido dado a conocer en el presente documento. Tales enfermedades pueden selec-
cionarse por un procedimiento inmunológico de determinación cuantitativa como por ejemplo el ELISA combinado
con el uso del anticuerpo contra el polipéptido. Por consiguiente, puede establecerse el intervalo normal fisiológico
del polipéptido, y pueden aclararse los grupos de enfermedades fuera del intervalo. Puede esperarse que el anticuerpo
contra el polipéptido se utilice para fines terapéuticos contra las enfermedades que muestren niveles anormalmente al-
tos en sangre del polipéptido dado a conocer en el presente documento según la medición por medio del procedimiento
anterior.

16



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

5. Composición farmacéutica

(1) Composición farmacéutica que comprende el polipéptido

El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composición farmacéutica para las
enfermedades con niveles desfavorablemente elevados de fosfato en la sangre. En la insuficiencia renal crónica, los
niveles disminuidos de excreción de fosfato del riñón dan como resultado elevados niveles de fosfato en la sangre. La
hiperfosfatemia agrava además las funciones renales y promueve la secreción de hormona paratiroidea de las glán-
dulas paratiroideas, induciendo de ese modo el hiperparatiroidismo secundario. Esta enfermedad provoca picor de la
piel, así como la absorción disminuida del Ca desde el tracto intestinal por la síntesis desordenada de 1α,25-dihidro-
xivitamina D3 en el riñón. Además, el estado de sobresecreción de hormona paratiroidea por la retención del fosfato
de la sangre promueve la movilización del Ca de los tejidos óseos. Cuando este estado continúa, se produce osteítis
fibrosa o hiperplasia de las glándulas paratiroideas, que es una de las afecciones clínicas de la osteodistrofia renal. Un
procedimiento de preferencia para evitar este estado es mejorar la hiperfosfatemia mencionada anteriormente, pero el
tratamiento médico actual no puede controlar la hiperfosfatemia de manera suficientemente. En la insuficiencia renal
crónica en una etapa en la que se mantiene la función urinaria, el polipéptido dado a conocer en el presente documento
tiene una actividad en la corrección de los niveles de fosfato de la sangre al suprimir el transportador de fosfato de-
pendiente de Na tipo II que está presente en las células epiteliales de los túbulos proximales renales promoviendo la
excreción de fosfato en la orina (actividad supresora del transporte de fosfato). Además, el polipéptido puede corregir
los niveles de fosfato de la sangre actuando en el tracto intestinal de un modo similar al de los riñones suprimien-
do el transportador de fosfato dependiente de Na tipo IIb y reduciendo de ese modo la absorción de fosfato en el
cuerpo.

El polipéptido puede utilizarse también como composición farmacéutica para las enfermedades resultantes de
metabolismo anormal del calcio y del metabolismo anormal del fosfato. La expresión “metabolismo anormal del
calcio” indica un estado en el que los niveles de calcio del suero se desvían de intervalo clínico normal definido, o
un estado en el que los niveles de calcio del suero están dentro del intervalo normal, pero las funciones del riñón,
tracto intestinal, tejido óseo y glándulas paratiroideas están anormalmente aumentadas o disminuidas para mantener
los niveles de calcio del suero, o un estado en el que las hormonas que regulan el calcio del suero, tales como la
hormona paratiroidea, la 1α,25-dihidroxivitamina D3 o la calcitonina exhiben valores anormales. Además, la expresión
“metabolismo anormal del fosfato” indica un estado en el que los niveles de fosfato del suero se desvían del intervalo
clínico normal definido, o un estado en el que los niveles de fosfato del suero están dentro del intervalo normal, pero
las funciones de equilibrio del fosfato están anormalmente aumentadas o disminuidas en el riñón, el tracto intestinal y
el tejido óseo.

La osteodistrofia renal junto con el anterior hiperparatiroidismo secundario toma diversas formas clínicas, tales
como la enfermedad ósea adinámica, la osteítis fibrosa o el tipo mixto de las mismas. Contra el hiperparatiroidismo
secundario, por lo general se utiliza 1α,25-dihidroxivitamina D3, 1α-hidroxivitamina D3 o similares para suprimir la
hormona paratiroidea. Cuando el valor de la hormona paratiroidea no se suprime de manera suficiente, puede reali-
zarse una terapia de pulsos (a continuación, en el presente documento, puede denominarse también “terapia de pulsos
de vitamina D”) que implica administrar dosis altas de 1α,25-dihidroxivitamina D3 o 1α-hidroxivitamina D3. El nivel
normal de hormona paratiroidea del suero es de 65 pg/ml o menos. Cuando los niveles de la hormona paratiroidea
están en los niveles normales en este estado de enfermedad, se produce la enfermedad ósea adinámica, que es una
forma de osteodistrofia renal. Por otra parte, cuando los niveles de la hormona paratiroidea aumentan, se produce la
osteítis fibrosa, que es contraria a la afección clínica anterior. Como directriz médica reciente para tales enfermedades,
se ha propuesto mantener los niveles de la hormona paratiroidea en aproximadamente 130 a 260 pg/ml. Sin embargo,
las causas fundamentales del metabolismo anormal siguen siendo desconocidas. Se sabe que la hormona paratiroidea
se ve inducida por los elevados niveles de fosfato de la sangre, y se ve suprimida por los elevados niveles de calcio del
suero. Puesto que el polipéptido de la presente invención disminuye los niveles de fosfato de la sangre y los niveles
de calcio de la sangre, puede deducirse que el polipéptido puede modificar las funciones de la hormona paratiroidea.
Además, se ha informado que en pacientes con osteomalacia inducida por tumores, la 1α,25-dihidroxivitamina D3 cae
por debajo del límite de detección. Por consiguiente, también puede deducirse que el polipéptido de la presente inven-
ción puede estar implicado en la regulación de la actividad de la 1α,25-dihidroxivitamina D3. Es razonable suponer
que en la osteodistrofia renal con la anterior regulación anormal o actividad deteriorada de la hormona paratiroidea,
el polipéptido dado a conocer en el presente documento pueda utilizarse en la fabricación de una composición farma-
céutica clínicamente útil para la enfermedad ósea adinámica o la osteítis fibrosa. Por consiguiente, resulta razonable
que la administración del polipéptido proporcione una terapia útil para la osteítis fibrosa o para la enfermedad ósea
adinámica, que son contrarias una a la otra, en la osteodistrofia renal.

Además, el polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composición farmacéutica
para la calcificación ectópica. La calcificación de tejidos diferentes de los tejidos óseos causa daños en las funciones
biológicas. En particular, la disfunción debida a la calcificación del corazón o de los vasos sanguíneos es potencial-
mente mortal. Un factor de riesgo de esta calcificación ectópica es un aumento en el niveles de productos de los iones
de calcio y de los iones de fosfato de la sangre (a continuación, en el presente documento, también puede denominarse
“el producto de calcio y fosfato”). En la anterior terapia para el hiperparatiroidismo secundario, cuando se lleva a cabo
la terapia de pulsos de vitamina D contra la afección clínica de la hiperfosfatemia, el producto de calcio y fosfato
puede aumentar causando la calcificación ectópica. La calcificación del sistema cardiovascular en los pacientes de
hemodiálisis es un problema serio. El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene una actividad en la
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disminución significativa de los niveles de calcios y los niveles de fosfato del suero como se muestra en la Tabla 4, por
lo que puede esperarse que sea eficaz contra la calcificación ectópica junto otras diversas enfermedades.

Además, el polipéptido anterior según se define en ID. SEC. Nº 4 puede utilizarse en la fabricación de una composi-
ción farmacéutica contra enfermedades metabólicas de los huesos. El polipéptido tiene una fuerte actividad reguladora
para el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el metabolismo de la calcificación o de la vitamina D. Los
ejemplos de hormonas implicadas en el metabolismo del calcio y el metabolismo del fosfato incluyen la calcitonina, la
hormona paratiroidea y la 1α,25-dihidroxivitamina D3. La calcitonina tiene una actividad en la disminución del calcio
del suero, y la hormona paratiroidea y la 1α,25-dihidroxivitamina D3 tienen una actividad en el aumento del calcio
del suero. Se ha informado que la hormona paratiroidea tiene un efecto en la excreción de fosfato a la orina, y también
se ha informado que la calcitonina tiene actividad similar. La 1α,25-dihidroxivitamina D3 tiene una actividad en la
promoción de la absorción del fosfato del tracto intestinal. Como se describió anteriormente, cada hormona tiene una
actividad diferente para mantener el equilibrio entre los niveles de calcio y de fosfato de la sangre, pero la calcitoni-
na y la 1α,25-dihidroxivitamina D3 se utilizan como agentes terapéuticos para la osteoporosis. Además, la hormona
paratiroidea está siendo desarrollada como fármaco terapéutico para la osteoporosis.

El metabolismo óseo se caracteriza porque el catabolismo y anabolismo de los tejidos óseos, es decir, la resorción
ósea y la formación de hueso, están acoplados. La administración continua con la hormona paratiroidea provoca la
disminución de la masa ósea. Sin embargo, cuando se deja que actúe de manera intermitente, se sabe que la hormona
paratiroidea promueve la formación de hueso. Puesto que el polipéptido tiene un efecto en la regulación del metabo-
lismo del calcio y del metabolismo del fosfato, puede esperarse que el polipéptido sea eficaz contra las enfermedades
metabólicas de los huesos, que incluyen la osteoporosis, cuando se selecciona un procedimiento adecuado para usar
el polipéptido.

Además, el polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composición farmacéutica
para las enfermedades o afecciones clínicas con niveles desfavorablemente elevados de 1α,25-dihidroxivitamina D en
el suero, o para afecciones clínicas con respuestas fisiológicas desfavorables inducidas por la 1α,25-dihidroxivitamina
D.

Se sabe que la 1α,25-dihidroxivitamina D actúa en las glándulas paratiroideas suprimiendo la secreción de la hor-
mona paratiroidea (PTH). Por consiguiente, una terapia, que se ha establecido clínicamente para el hiperparatiroidismo
secundario en la insuficiencia renal crónica, en particular para los casos con altos niveles de PTH en el suero, implica
la administración intermitente de una alta concentración de 1α,25-dihidroxivitamina D. Una desventaja de esta terapia
es que induce fácilmente la calcificación ectópica. En los pacientes con insuficiencia renal crónica con altos niveles de
fosfato en el suero, con frecuencia se observa calcificación desfavorable en ejidos diferentes de los tejidos óseos por
la administración de 1α,25-dihidroxivitamina D. Puesto que el polipéptido utilizado según las reivindicaciones tiene
un efecto en la promoción de una rápida disminución de la 1α,25-dihidroxivitamina D en el suero durante varias horas
después de la administración del polipéptido, el polipéptido es útil en la terapia y en la prevención de la calcificación
ectópica causada por los niveles excesivos de 1α,25-dihidroxivitamina D.

Por otra parte, la administración intermitente de altas concentraciones de 1α,25-dihidroxivitamina D provoca su-
presión excesiva de la secreción de PTH, de modo que puede inducir la enfermedad ósea adinámica que desarrolla
afecciones clínicas tales como el bloqueo del metabolismo óseo. Para tal caso, puede esperarse que la administración
del polipéptido dado a conocer en el presente documento provoque la disminución de la 1α,25-dihidroxivitamina D
en suero, promueva la secreción adecuada de PTH en las glándulas paratiroideas y proporcione la recuperación de la
enfermedad ósea adinámica.

Para la calcificación de vasos sanguíneos, se ha informado la implicación de la 1α,25-dihidroxivitamina D como
factor promotor de la calcificación. El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse de manera
terapéutica o profiláctica contra afecciones clínicas asociadas con la calcificación de vasos sanguíneos, tales como
la arteriosclerosis debida al envejecimiento, la angiopatía diabética, o la calcificación del sistema cardiovascular en
pacientes sometidos a diálisis.

Se sabe que la absorción de calcio del tracto intestinal es promovida por la 1α,25-dihidroxivitamina D del suero.
El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse según las reivindicaciones para corregir la
hipercalcemia disminuyendo los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D del suero. Los ejemplos de una causa de hi-
percalcemia incluyen la sobreproducción de PTH debida al hiperparatiroidismo primario, una alta concentración de
1α,25-dihidroxivitamina D junto con granuloma crónico, tal como la sarcoidosis o la tuberculosis, o la resorción ósea
acelerada por PTHrP producida por tumores malignos. En la hipercalcemia causada principalmente no sólo por exce-
siva 1α,25-dihidroxivitamina D, sino también por excesiva PTH o PTHrP, puede esperarse que la administración del
polipéptido dado a conocer en el presente documento provoque la disminución del nivel de 1α,25-dihidroxivitamina D
en el suero, para mejorar la hipercalcemia. En particular, los macrófagos activados en el granuloma crónico, tal como
en la sarcoidosis o en la tuberculosis, tienen actividad 1α-hidroxilasa y producen excesivamente 1α,25-dihidroxivita-
mina D3. Se espera que el polipéptido dado a conocer en el presente documento disminuya directamente esta actividad
1α-hidroxilasa.

Se sabe que la 1α,25-dihidroxivitamina D promueve la diferenciación de osteoclastos, y se espera que la adminis-
tración del polipéptido dado a conocer en el presente documento suprima la resorción ósea. Se sabe que, in vitro, la
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1α,25-dihidroxivitamina D es un potente factor inductor de la diferenciación de osteoclastos. La excesiva resorción
ósea por los osteoclastos provoca osteopenia, representada por la osteoporosis. En tales enfermedades, para las que
se observa promoción de la resorción ósea, se espera que el polipéptido restablezca recambio óseo a la condición
normal disminuyendo de manera transitoria los niveles de 1α,25-dihidroxivitamina D del suero. Además de suprimir
la diferenciación de osteoblastos in vitro, se ha sugerido también que la 1α,25-dihidroxivitamina D es un factor de
supresión de la formación de hueso in vivo en un experimento de transplante de hueso usando ratones deficientes en el
receptor de la vitamina D. De tales puntos de vista, puede esperarse que el polipéptido dado a conocer en el presente
documento, que es capaz de disminuir la 1α,25-dihidroxivitamina D, sea eficaz contra las enfermedades metabólicas
del hueso con masa ósea disminuida. Además, ha habido un informe que confirmaba que la administración de 24,25-
dihidroxivitamina D, que es uno de los metabolitos de la vitamina D3, provoca el aumento de la masa ósea. La 24,25-
dihidroxivitamina D es un producto de la hidroxilación de 25-hidroxivitamina D por la 24-hidroxilasa. Puesto que el
polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene un efecto potenciador significativo de la expresión del gen
de la 24-hidroxilasa, puede esperarse que la administración de este péptido provoque el aumento de los niveles de
24,25-dihidroxivitamina D de la sangre, y que aumente la masa ósea en afecciones clínicas en enfermedades óseas,
tales como la osteoporosis o la displasia esquelética.

Se sabe que la PTH tiene un potente efecto de promoción de la resorción ósea. Sin embargo, el recambio óseo puede
estimularse por la administración intermitente de PTH, y finalmente, puede quedar expresado un efecto de aumento de
la masa ósea. Las actividades fisiológicas o biológicas del polipéptido dado a conocer en el presente documento que se
han mostrado hasta ahora incluyen: un efecto de regulación de la 1α,25-dihidroxivitamina D; efectos de regulación de
los niveles de calcio del suero y de fosfato del suero; y un efecto de regulación de la calcificación. Por consiguiente, es
razonable que pueda regularse el recambio óseo permitiendo que el polipéptido actúe con eficacia en los tejidos óseos.
Por consiguiente, puede esperarse que el polipéptido sea eficaz contra la osteoporosis postmenopáusica con aumento
del recambio óseo y la osteoporosis senil con disminución del recambio óseo. Puede haber otras enfermedades en las
que esté implicado el polipéptido dado a conocer en el presente documento. Tales enfermedades pueden seleccionarse
por un ensayo inmunoquímico representado por el ELISA combinado con el uso de uno o más anticuerpos contra el
polipéptido.

Por consiguiente, puede establecerse el intervalo fisiológico normal del polipéptido dado a conocer en el presente
documento, y pueden aclararse los grupos de enfermedades con niveles del polipéptido que se desvían del interva-
lo. Puede esperarse que el polipéptido se utilice de manera terapéutica para las enfermedades que muestren niveles
anormalmente bajos del polipéptido en sangre según las mediciones realizadas por el procedimiento anterior.

(2) Composición farmacéutica que contiene el anticuerpo de la presente invención

El anticuerpo de la presente invención puede utilizarse como composición farmacéutica para el raquitismo resis-
tente a la vitamina D y la osteomalacia inducida por tumores. El anticuerpo neutralizante de este polipéptido puede
obtenerse como un anticuerpo policlonal o anticuerpo monoclonal por el procedimiento mencionado anteriormente
para preparar anticuerpos. Como procedimiento para el uso más adecuado del anticuerpo como medicamento, pue-
de prepararse un anticuerpo de tipo humano o un anticuerpo humanizado. La hipofosfatemia y la osteomalacia en
la osteomalacia inducida por tumores pueden tratarse o mejorarse suprimiendo la excesiva actividad del polipéptido
representado por ID. SEC. Nº 4. Puede esperarse que la administración del anticuerpo neutralizante contra el polipép-
tido anterior mejore los síntomas de la osteomalacia inducida por tumores. Además, puesto que se cree que el factor
inductor de hipofosfatemia y el factor supresor de la calcificación en el XLH son equivalentes al polipéptido anterior,
el anticuerpo neutralizante puede ser también un agente terapéutico contra el raquitismo resistente a la vitamina D que
incluye el XLH.

El anticuerpo de la presente invención puede utilizarse como una composición farmacéutica para las enfermedades
con metabolismo anormal del calcio o del fosfato, o enfermedades metabólicas óseas asociadas con la presencia del
polipéptido representado por ID. SEC. Nº 4 en una cantidad excesiva. Como se describió anteriormente, en pacientes
con insuficiencia renal crónica o en hemodiálisis, las anormalidades se producen en el mecanismo para mantener
la homeostasis del metabolismo del calcio o del metabolismo del fosfato, y estas anormalidades pueden deberse a
la sobreproducción o a la acumulación de los polipéptidos anteriores. Se ha mostrado que el polipéptido según se
define en ID. SEC. Nº 4 regula el metabolismo del hueso. Por consiguiente, es razonable que puedan también existir
enfermedades metabólicas óseas que estén causadas por la presencia de cantidades excesivas del polipéptido según se
define en ID. SEC. Nº 4. En este caso, puede esperarse que las afecciones clínicas puedan tratarse o mejorarse por
medio del anticuerpo contra dicho polipéptido.

Los ejemplos de las enfermedades para las que puede aplicarse el anticuerpo de la presente invención incluyen al
menos un tipo de enfermedad ósea, tales como la osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia
renal, las enfermedades óseas asociadas a la diálisis, la osteopatía con hipocalcificación, la enfermedad de Paget y la
osteomalacia inducida por tumores. En el presente documento, la enfermedad ósea puede ser una única enfermedad,
una de sus complicaciones, o la enfermedad ósea complicada con cualquier enfermedad diferente de las enfermedades
mencionadas anteriormente.
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(3) Protocolo de administración

Una composición farmacéutica que contiene el polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4 o el anticuerpo neu-
tralizante del mismo, como ingrediente activo, puede contener vehículos y aditivos farmacéuticamente aceptables.
Los ejemplos de tales vehículos y aditivos incluyen agua, disolvente orgánico farmacéuticamente aceptable, colágeno,
alcohol polivinílico, polivinilpirrolidona, polímero de carboxivinilo, alginato de sodio, dextrano hidrosoluble, carbo-
ximetil almidón sódico, pectina, goma de xantano, goma arábiga, caseína, gelatina, agar, glicerina, propilenglicol,
polietilenglicol, vaselina, parafina, alcohol estearílico, ácido esteárico, albúmina de suero humano, manitol, sorbitol,
lactosa y tensioactivo que son aditivos farmacéuticamente aceptables. Los aditivos a utilizar en el presente documento
se seleccionan adecuadamente de los ítems anteriores solos o combinación dependiendo de la forma de dosificación
utilizada de la presente invención.

Cuando el polipéptido o el anticuerpo de la presente invención se utilizan como un agente profiláctico o terapéutico
para las enfermedades óseas, el sujeto para el que se usa el polipéptido o el anticuerpo no está específicamente limitado.

El polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4 puede utilizarse como composición farmacéutica que es capaz de
regular el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el metabolismo de la calcificación o de la vitamina D
en los organismos.

El anticuerpo de la presente invención puede utilizarse específicamente para tratar o para prevenir al menos un
tipo de enfermedad ósea, tal como la osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las
enfermedades óseas asociadas a la diálisis, la osteopatía con hipocalcificación, la enfermedad de Paget, la osteomalacia
inducida por tumores, como se describió anteriormente. La enfermedad ósea, para la que puede utilizarse el polipéptido
o el anticuerpo de la presente invención, puede ser una única enfermedad, una de sus complicaciones o la enfermedad
ósea complicada con cualquier enfermedad diferente de las enfermedades mencionadas anteriormente.

Un agente profiláctico o un agente terapéutico que contenga el polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4 o el
anticuerpo de la presente invención puede administrarse por vía oral o parenteral en el caso del polipéptido, y por vía
parenteral en el caso del anticuerpo.

Cuando el polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4 se administra por vía oral, la forma farmacéutica a aplicar
del mismo puede ser una preparación sólida, tal como un comprimido, gránulo, polvo o píldora, o una preparación
líquida, tal como un fármaco líquido o un jarabe, o similares. En particular, un gránulo y un polvo pueden formularse
en una forma de monodosis, es decir, una cápsula. En el caso de una preparación líquida, puede formularse en un
producto seco que se vuelve a disolver para el uso.

De estas formas farmacéuticas, una preparación sólida para administración oral contiene normalmente en su com-
posición aditivos, que son por lo general de uso farmacéutico, tales como un aglutinante, un excipiente, un lubricante,
un agente disgregante o un agente humectante. Además, una preparación líquida para administración oral contiene
normalmente en su composición aditivos, que son por lo general de uso farmacéutico, tales como un estabilizador, un
tampón, corrector, un conservante, un agente aromatizante o un colorante.

Cuando el polipéptido o el anticuerpo de la presente invención se administran por vía parenteral, pueden formularse
en una inyección, supositorio o similares.

En el caso de una inyección, se proporciona normalmente en una ampolla monodosis o en un envase para múltiples
dosis, o puede estar en forma de polvo que se vuelve a disolver, cuando se utiliza, en un vehículo adecuado, tal como
agua esterilizada sin sustancias pirogénicas. Estas formas farmacéuticas contienen normalmente en sus composiciones
aditivos, que son por lo general de uso farmacéutico, tales como un emulsivo o suspensión. Los ejemplos de procedi-
mientos de inyección incluyen el goteo por infusión intravenosa, la inyección intravenosa, la inyección intramuscular,
la inyección intraperitoneal, la inyección subcutánea o la inyección intradérmica. Además, las dosis difieren según la
edad del sujeto, la vía de administración y la frecuencia de dosificación, y pueden variarse ampliamente.

En este caso, la dosis eficaz a administrar es una combinación de la dosis eficaz del péptido o del anticuerpo de la
presente invención con un diluente adecuado, y un vehículo de uso farmacológico, en el caso del polipéptido, es de
0,01 a 100 µg, de preferencia de 0,5 a 20 µg/administración/kg de peso corporal. Además, en el caso del anticuerpo,
la dosis eficaz es de 0,1 µg a 2 mg, de preferencia de 1 a 500 µg/administración/kg de peso corporal.

6. Agente de diagnóstico de la enfermedad

(1) El anticuerpo o el polipéptido dado a conocer en el presente documento

El anticuerpo de la presente invención se utiliza para la detección o la determinación cuantitativa del polipéptido
dado a conocer en el presente documento o de los metabolitos que están presentes en sangre u orina, de modo que
puede aclararse la relación entre el polipéptido dado a conocer en el presente documento y las afecciones clínicas, y
el anticuerpo puede aplicarse como agente de diagnóstico para las enfermedades asociadas.
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La expresión “enfermedad asociada” significa una enfermedad ósea o una enfermedad que desarrolla al menos
una anormalidad entre: metabolismo anormal del calcio, metabolismo anormal del fosfato, calcificación anormal y
metabolismo anormal de la vitamina D. Los ejemplos de tales enfermedades incluyen la osteoporosis, el raquitismo
resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfermedades óseas asociadas a la diálisis, la osteopatía con
hipocalcificación, la enfermedad de Paget, la insuficiencia renal, la pérdida renal de fosfato, la acidosis tubular renal y
el síndrome de Fanconi.

Se han generalizado los procedimientos para determinar de manera cuantitativa moléculas unidas usando anticuer-
pos, tales como el radioinmunoensayo o el enzimoinmunoensayo. Los niveles del polipéptido según se define en ID.
SEC. Nº 4 en la sangre o la orina medidos por estos procedimientos pueden ser indicadores para un nuevo criterio
clínico. Por ejemplo, cuando un paciente con raquitismo muestra niveles altos en sangre del polipéptido según se de-
fine en ID. SEC. Nº 4 comparado con un sujeto normal, puede sospecharse fuertemente el XLH o el ADHR. Además,
basándose en cambios en los niveles en sangre del polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4, puede realizarse el
pronóstico de un progreso a hiperparatiroidismo secundario en un paciente con insuficiencia renal crónica.

Para la osteomalacia inducida por tumores resulta, por lo general, con frecuencia difícil encontrar un tumor. Sin
embargo, el uso del anticuerpo de la presente invención permite establecer medidas de diagnóstico útiles. Por ejemplo,
cuando un paciente sin antecedentes familiares de raquitismo o de osteomalacia muestra niveles en sangre significa-
tivamente más altos del polipéptido según se define en ID. SEC. Nº 4 comparado con un individuo normal, puede
sospecharse osteomalacia inducida por tumores.

(2) ADN

La detección de ADN anormal de un paciente con metabolismo anormal del fosfato o metabolismo anormal del
calcio, o de un paciente con una enfermedad metabólica ósea hace posible diagnosticar y prevenir la enfermedad.

Una búsqueda de la secuencia de nucleótidos del ADN en las bases de datos de secuencias de nucleótidos de
Genbank revela que la secuencia de nucleótidos (bajo la forma de tres fragmentos) coincide de con una secuencia de
12p13 BAC RPCI11-388F6 humano (Número de referencia AC008012). Esta fragmentación indica que la secuencia
de nucleótidos del ADN dado a conocer en el presente documento se proporciona como un producto de empalme de
una secuencia del cromosoma. Por consiguiente, queda claro que el ADN que codifica el polipéptido dado a conocer
en el presente documento contiene al menos una secuencia que se extiende desde el nucleótido 498º hasta el 12966º
de una secuencia representada por ID. SEC. Nº 11 o sus fragmentos parciales. La sustitución, inserción o deleción
de nucleótidos dentro del intervalo provoca aumento, disminución o desaparición de las actividades biológicas y
fisiológicas del polipéptido dado a conocer en el presente documento. El polipéptido tiene un potente efecto en el
metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio, el metabolismo óseo y el metabolismo de la vitamina D. Por
consiguiente, cuando se muestra polimorfismo o mutación genética por la sustitución, inserción, deleción y similares
de nucleótidos parciales de la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 11 o zonas parciales de la misma
(por ejemplo, una secuencia desde el nucleótido 498º hasta el 12966º), se hace posible el diagnóstico y la prevención de
una enfermedad que contenga metabolismo anormal del calcio y metabolismo anormal del fosfato, o una enfermedad
que desarrolle metabolismo óseo anormal, o una enfermedad que desarrolle metabolismo anormal de la vitamina D.

Ahora, se ha informado que el gen responsable del ADHR está presente en el locus 12p13 como resultado del
análisis de ligamiento de familias que tienen ADHR (Econs, M.J. y col., J. Clin. Invest. 100: 2653-2657, 1997). En
este informe, se ha mostrado también que el gen responsable está presente dentro de un intervalo de 18 cM entre los
marcadores de microsatélites D12S100 y D12S397. Los solicitantes han confirmado la localización en la que está pre-
sente el ADN dado a conocer en el presente documento en el cromosoma comparando con la localización informada.
La región en la que está presente el ADN que codifica el polipéptido dado a conocer en el presente documento era
idéntica a la región en la que está presente el gen responsable del ADHR. Basándose en las actividades biológicas
del polipéptido dado a conocer en el presente documento y en la localización del gen en el cromosoma, es razona-
ble suponer que el polipéptido dado a conocer en el presente documento esté codificado por el gen responsable del
ADHR. Esto puede confirmarse separando los componentes celulares de la sangre de pacientes con ADHR, aislando
los ADN cromosómicos de los componentes celulares y, a continuación, encontrando mutaciones en la secuencia de
nucleótidos dentro de la región representada por ID. SEC. Nº 11. Por consiguiente, el gen que tiene la anterior región
de la secuencia de nucleótidos se utiliza como agente de diagnóstico para el raquitismo hipofosfatémico autosómico
dominante, el raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X, la enfermedad hipofosfatémica de los huesos, la
osteoporosis y similares.

Entre el exón 1 y el exón 2 de la región del ADN que codifica el polipéptido dado a conocer en el presente
documento que han especificado los solicitantes, está presente la secuencia STS, que se ha registrado en Genbank del
NCBI bajo de número de referencia G19259. Se cree que este marcador es muy importante en el estudio de la relación
entre el ADN y los caracteres hereditarios.

La presente invención traerá un gran cambio en la comprensión del metabolismo convencional del calcio, el me-
tabolismo del fosfato, el metabolismo óseo y el metabolismo de la vitamina D. Por consiguiente, se da a conocer un
progreso retrasado hacia el estadio de hemodiálisis en la insuficiencia renal crónica, o un procedimiento terapéutico y
un procedimiento de diagnóstico nuevos para las enfermedades asociadas al metabolismo del fosfato y al metabolismo
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del calcio y para enfermedades metabólicas del hueso. Además, la presente invención es también útil para mejorar o
respaldar los procedimientos terapéuticos existentes.

Breve descripción de dibujos

La figura 1 incluye fotografías que muestran los productos de amplificación analizados usando electroforesis en
agarosa. Para estudiar la especificidad tumoral de OST311, se llevó a cabo la PCR usando, como moldes, la primera
hebra de ADNc extraído de tejidos tumorales y la primera hebra de ADNc extraído de tejidos óseos de control, y
usando cebadores específicos de OST311 representados por ID SEQ Nº 22 y 23, y cebadores específicos de G3PDH
representados por ID SEQ Nº 26 y 27.

La figura 2 es una fotografía que muestra que se detectó OST311 recombinante realizando la transferencia Western
para las fracciones de elución que se habían preparado sometiendo OST311 recombinante a purificación por afinidad
usando resina de níquel, y a continuación aislando y purificado por medio del uso de resina de intercambio catiónico
fuerte SP-SPW.

La figura 3A muestra los resultados de los sitios predichos del polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos
representada por ID. SEC. Nº 2, que son adecuados para la preparación de un anticuerpo del péptido, usando una
función de cálculo del programa MacVector versión 6.5.1.

La figura 3B muestra los resultados de la predicción del grado de hidrofobicidad del polipéptido que tiene la
secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2 usando la función de cálculo del programa MacVector
versión 6.5.1.

La figura 4 muestra cambios en el transcurso del tiempo en el peso corporal promedio durante 31 días después del
transplante de células CHO-OST311H entre un grupo sin carga tumoral (una línea en el gráfico indicada con prom.-)
y un grupo con carga tumoral trasplantado con células CHO-OST311H (una línea en el gráfico indicada con prom.+).

La figura 5 incluye imágenes de rayos X que muestran la radiografía suave del esqueleto completo de un individuo
de control con carga tumoral trasplantado con células CHO ras clon-1, un individuo con carga tumoral trasplantado
con células CHO-OST190H y un individuo con carga tumoral trasplantado con células CHO-OST311H.

La figura 6 muestra los resultados de la alineación de la secuencia de aminoácidos entre el polipéptido OST311
humano y el polipéptido OST311 de ratón.

La figura 7 muestra los resultados de las mediciones de los niveles de fosfato del suero, los niveles de calcio del
suero y las actividades de la fosfatasa alcalina del suero de un grupo sin carga tumoral (n=6), un grupo con carga
tumoral transplantado con células CHO ras clon-1 (n=10), un grupo con carga tumoral transplantado con células
CHO-OST190H (n=10) y un grupo 1 con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H (n=6), y grupo 2
con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H (n=6). La sangre se extrajo del corazón de cada individuo
en los días 44 a 46.

La figura 8 incluye fotografías que muestran la comparación de los niveles de expresión del cotransportador de
sodio y fosfato (NaPi-7) según la medición realizada por el procedimiento de transferencia Western. Específicamente,
se prepararon membranas de ribete en cepillo de células epiteliales de túbulos proximales de los riñones extirpados
de los individuos con carga tumoral de CHO-OST311H, y de los individuos sin carga tumoral, y a continuación se
compararon los niveles de expresión de NaPi-7 por el procedimiento de transferencia Western.

La figura 9A incluye fotografías que muestran cambios en los niveles de ARNm, detectados por medio de trans-
ferencia Northern, de los cotransportadores renales de sodio y fosfato (NaPi-7, NPT-1). Los riñones se recogieron de
los ratones sacrificados en los días 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 9B incluye fotografías que muestran cambios en los niveles de ARNm, detectados por medio de trans-
ferencia Northern, de un cotransportador de sodio y fosfato (NaPi-IIb) en los intestinos delgados de los ratones. Los
intestinos delgados se recogieron de los ratones sacrificados en los días 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 9C incluye fotografías que muestran cambios en los niveles de ARNm, detectados por medio de transfe-
rencia Northern, de enzimas que metabolizan la vitamina D (1αOHasa, 24OHasa) en los riñones de los ratones. Los
riñones se recogieron de los ratones sacrificados en los días 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 10 muestra imágenes de radiografías que muestran los fémures recogidos de los ratones sacrificados en
los días 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 11A incluye gráficos que muestran comparaciones de los niveles de fosfato del suero y los niveles de
calcio del suero, en el día 2 después del transplante, entre PBS, ratones atímicos (6 semanas de edad, BALB/c, machos)
transplantados con células CHO ras clon-1, y trasplantados con células CHO-OST311H.

Cada valor se muestra en términos de media +/- desviación estándar.
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La figura 11B incluye gráficos que muestran comparaciones de los niveles de fosfato del suero y los niveles de
calcio del suero, en el día 6 después del transplante, entre PBS, ratones atímicos (6 semanas de edad, BALB/c, machos)
transplantados con células CHO ras clon-1, y trasplantados con células CHO-OST311H.

Cada valor se muestra en términos de media +/- desviación estándar.

La figura 12 incluye fotografías que muestran los resultados obtenidos purificando el sobrenadante del cultivo de
células CHO-OST311H y sometiendo las fracciones de elución a transferencia Western usando anticuerpo anti-His6
y anticuerpo anti péptido OST311 (311-114). El panel izquierdo muestra la detección de 311: 26-251, el panel central
311: 25-179 y el panel derecho 311: 180-251. Las fracciones mostradas con “*” (colocado en el parte superior de las
fotografías del gel) se utilizaron para un examen de dosis única realizado en ratones normales.

La figura 13 incluye fotografías que muestran cortes submineralizados teñidos con Villanueva-Goldner. Las sec-
ciones submineralizadas eran de la metáfisis proximal de la tibia extraída de ratones trasplantados con células CHO-
OST311H y de ratones sin carga tumoral.

La figura 14 incluye fotografías que muestran los resultados de la realización de transferencia Northern para los
productos de genes de enzimas que metabolizan la vitamina D en los riñones extirpados de ratones trasplantados con
células CHO-OST311H y de ratones de control.

La figura 15A muestra el programa del tiempo del experimento 1 en el que se administraron células CHO produc-
toras de la proteína OST311H recombinante de longitud total a ratones normales. La figura 15B incluye gráficos que
muestran los niveles de fosfato del suero en cada punto temporal de extracción de sangre y la Fig. 15C incluye gráficos
que muestran los niveles de calcio del suero en los mismos momentos.

La figura 16A muestra el programa del tiempo del experimento 2 en el que se administraron células CHO produc-
toras de la proteína OST311H recombinante de longitud total a ratones normales. La figura 16B incluye gráficos que
muestran los niveles de fosfato del suero en cada punto temporal de extracción sangre y la Fig. 16C incluye gráficos
que muestran los niveles de calcio del suero en los mismos momentos.

La figura 17 es una fotografía que muestra la proteína recombinante detectada en un sobrenadante del cultivo
cuando se sometió a transferencia Western el sobrenadante del cultivo de células CHO-OST311RQH productoras de
OST311RQH recombinante mutante y de células rápidas OST311RQH/pEAK.

La figura 18A muestra el programa del tiempo de un experimento en el que se administró OST311RQH recombi-
nante mutante a ratones normales. La figura 18B incluye gráficos que muestran los niveles de fosfato del suero en cada
punto temporal de extracción de sangre y la Fig. 18C incluye gráficos que muestran los niveles de calcio del suero en
los mismos momentos.

La figura 19A muestra los niveles de fosfato del suero en el día 2 después del transplante en un experimento
de transplante de células CHO-OST311RQH. La figura 19B muestra los niveles de calcio del suero en el mismo
experimento.

La figura 20 incluye fotografías que muestran la OST311H recombinante en el sobrenadante del cultivo sin suero
de las células CHO-OST311H detectada por transferencia Western usando antisuero de conejo anti péptido parcial de
OST311.

La figura 21A es una tabla que muestra los niveles detectados de OST311 recombinante en cada combinación
de 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311, cuando se construyó el ELISA sándwich usando estos
anticuerpos policlonales.

La figura 21B es un gráfico de las relaciones entre las concentraciones de OST311H recombinante purificado y
los valores de medición correspondientes a las mismas que se obtuvieron utilizando el sistema ELISA combinado con
el uso del anticuerpo 311-48 o el anticuerpo 311-180 como anticuerpo inmovilizado, y el anticuerpo 311-148 como
anticuerpo para la detección.

La figura 22A muestra la expresión de NaPi-7 renal analizada por transferencia Western a la hora, 3 y 8 horas
después de la administración de la proteína OST311 recombinante o del vehículo a los ratones. La figura 22B muestra
la expresión de NaPi-7 analizada por transferencia Northern usando ARN total de riñón siguiendo un tratamiento
similar.

La figura 23 muestra los cambios en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 del suero a la hora, 3 y 8 horas
después de la administración de la proteína OST311 recombinante o de un vehículo a los ratones.

La figura 24 muestra la expresión del gen de la 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilasa (1αOHasa) o de la 25-
hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa) analizada por transferencia Northern usando ARN total de riñón a la
hora, 3 y 8 horas después de la administración de la proteína OST311 recombinante o de un vehículo a los ratones.

23



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

Las figura 25 muestra los niveles medios de fosfato del suero en cada grupo, cuando se considera como 100% el
nivel medio de fosfato del suero sanguíneo en el día 3 después del transplante en un grupo trasplantado con células
CHO-ras clon-1.

La figura 26 muestra la secuencia de nucleótidos y la secuencia de aminoácidos de His-OST311 recombinante
codificado por el plásmido OST311/pET28, y la secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos de MK-OST311
recombinante codificado por el plásmido pET22-MK-OST311.

La figura 27 muestra un patrón de elución cuando se sometió His-OST311 recombinante replegado a la purificación
por HPLC usando la columna de intercambio catiónico SP-5PW (TOSOH, Japón).

La figura 28 muestra un patrón de elución cuando se sometió MK-OST311 recombinante replegado a la purifica-
ción por HPLC usando la columna de intercambio catiónico SP-5PW (TOSOH, Japón).

La figura 29 muestra un patrón de elución cuando se sometió MK-OST311 recombinante PEGilado a la purifica-
ción por HPLC usando la columna de intercambio catiónico SP-5PW (TOSOH, Japón).

La figura 30 incluye gráficos que muestran los niveles de fosfato del suero a las 8 ó 9 horas después de una única
administración de (A) Escherichia coli productora de His-OST311 recombinante o (B) MK-OST311 recombinante
PEGilado.

La figura 31 muestra los resultados del análisis por el procedimiento de transferencia Northern en los cambios en
la expresión del gen de la enzima que metaboliza la vitamina D en el riñón a la hora y 4 horas después de una única
administración de Escherichia coli productora de His-OST311 recombinante.

La figura 32 muestra los cambios en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 del suero a la hora, 4 y 9 horas
después de una única administración de Escherichia coli productora de His-OST311 recombinante.

La figura 33 muestra un OST311 recombinante mutante detectado por transferencia Western, cuando se introdujo
la mutación en los aminoácidos Nº 174 a 180 de OST311 y posteriormente se expresó el gen en células pEAK para
secretar el OST311 recombinante mutante en el sobrenadante celular.

El mejor modo para llevar a cabo la invención

La presente invención se describirá más específicamente por medio de los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no
tienen la intención de limitar el alcance de la presente invención.

Ejemplo 1

Construcción de la biblioteca de ADNc humano de tumores procedentes de osteomalacia inducida por tumores

Se homogeneizaron tejidos tumorales congelados por medio de nitrógeno líquido en 5 ml de disolvente ISOGEN
(NIPPON GENE, Japón) y a continuación se prepararon aproximadamente 0,13 mg de ARN total según el manual del
fabricante. El ADNc se sintetizó a partir de 1,5 µl del ARN total usando un kit de preparación de bibliotecas de ADNc
SMART (CLONTECH, EEUU) según el manual del fabricante. A continuación, en el presente documento, este ADNc
se denomina ADNc#2. El adaptador de EcoR I se unió a este ADNc#2, y posteriormente se insertó en el vector de fago
?ZAPII (STRATAGENE, EEUU) que se había digerido previamente con una enzima de restricción EcoR I. Usando un
kit de empaquetamiento de fagos Gigapack III Gold (STRATAGENE, EEUU), se construyó una biblioteca de fagos de
tumores de osteomalacia inducida por tumores según el manual del fabricante. La biblioteca obtenida contenía un total
de aproximadamente 600.000 clones independientes. Además, se dejó que la anterior biblioteca de fagos infectara la
cepa XLI-Blue MRF’ de Escherichia coli y a continuación se vertió sobre 20 placas de petri (15 cm). Las placas de
petri se incubaron a 37ºC durante 10 horas para la formación de placas. Todas las placas se extrajeron en un tampón
SM, de modo que se construyó la biblioteca de fagos de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores.

Ejemplo 2

Implementación para el cribado positivo de ADNc de tumores

Esquema

El hecho de que la osteomalacia inducida por tumores sea curable suprimiendo quirúrgicamente un tumor sugiere
una posibilidad de expresión alta y específica del gen causante en los tumores. Además, se ha informado hasta ahora
que los tumores de la osteomalacia inducida por tumores con frecuencia están constituidos por células mesoblásticas,
en particular mesenquimatosas. Por consiguiente, es necesario identificar un grupo de genes que se exprese muy poco
en tejidos normales derivados del mesoblasto, pero que se exprese específicamente y de manera importante solamente
en tejidos tumorales. Por consiguiente, como se describe a continuación, se realizó un cribado positivo para el que
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se aplicó una técnica de sustracción de ADNc. Se realizó la sustracción de ADNc derivado de tejido tumoral y de
ADNc aislado de un tejido óseo como control, para enriquecer un grupo de genes que se expresen específicamente
y de manera importante solamente en tejidos tumorales, pero que no se expresen en tejidos óseos. La hibridación se
realizó para la biblioteca de fagos de ADNc de tumores usando el grupo de ADNc sustraído como sonda, obteniendo
de ese modo los fragmentos genéticos expresados específicamente en tumores.

(1) Construcción del ADNc de tejido óseo humano de control

Se homogeneizaron tejidos óseos humanos congelados por medio de nitrógeno líquido en 5 ml de disolvente
ISOGEN (NIPPON GENE, Japón) y a continuación se prepararon aproximadamente 0,011 mg de ARN total según el
manual del fabricante. El ADNc se sintetizó a partir de 3 µl del ARN total usando un kit de preparación de bibliotecas
de ADNc SMART (CLONTECH, EEUU) según el manual del fabricante. A continuación, en el presente documento,
este ADNc se denomina ADNc#4.

(2) Sustracción del ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores y del ADNc de tejido óseo de control

Para enriquecer un gen expresado de manera importante en ADNc#2 descrito en el Ejemplo 1, se llevó a cabo la
hibridación de ADNc#2 y ADNc#4 descrito en el Ejemplo 2 (1) usando un kit de sustracción de ADNc PCR-Select
(CLONTECH, EEUU) según el manual del fabricante, sustrayendo de ese modo los fragmentos del gen contenidos
en ADNc#4 del ADNc#2. A continuación se amplificó el ADNc#2 sustraído por PCR según el manual del fabricante,
obteniéndose de ese modo que un grupo de ADNc sustraído (A).

Por otra parte, por las características del kit de sustracción, para realizar su procedimiento de hibridación solamente
dos veces, que es menos que en los procedimientos de las técnicas comunes, es difícil sustraer totalmente por medio de
este kit los genes que están presentes en mucha cantidad en ambos sujetos. Por consiguiente, cuando la hibridación de
la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores se realiza solamente con el grupo de ADNc
sustraído (A) como sonda, los genes que no pueden sustraerse totalmente se obtienen también como clones positivos.
Por consiguiente, el ADNc#2 fue sustraído del ADNc#4 descrito en el Ejemplo 2 (1) por el mismo procedimiento, y
posteriormente se amplificó el ADNc#4 sustraído por PCR, preparando de ese modo un grupo de ADNc sustraído (B)
como sonda de control. La hibridación de la biblioteca de ADNc del tumor respectivamente con el grupo de ADNc
sustraído (B) y el grupo de ADNc sustraído (A) previamente descrito, y la comparación de ambas señales hicieron
posible aislar los fragmentos del gen contenidos específicamente en tumores de osteomalacia inducida por tumores.

(3) Hibridación diferencial de la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores

Después de infectar la cepa de Escherichia coli XLI-Blue con la biblioteca de fagos de ADNc de tumores de osteo-
malacia inducida por tumores descrita en el Ejemplo 1, se inoculó la E. coli infectada nuevamente para formar 3.000
placas por placa de petri (15 cm) y a continuación se incubó a 37ºC durante 8 horas. Posteriormente, se transfirieron
las placas de cada placa de petri a dos filtros de nailon Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU). Los filtros
de nailon a los que se transfirieron las placas se sometieron al tratamiento de inmovilización de ADN según el manual
del fabricante, y a continuación se llevó a cabo el cribado usando el ADNc sustraído (A) descrito en el Ejemplo 2 (2)
y el ADNc sustraído (B) como sondas, respectivamente.

La marcación de las sondas, la hibridación y la detección de las señales se realizó usando el sistema Alphos Direct
(Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) según el manual del fabricante. El ADNc sustraído (A) y el ADNc sustraído
(B) descrito en el Ejemplo 2 (2) se utilizaron como sondas en una cantidad de 100 ng de cada uno, y a continuación
se marcaron las sondas con fluorescencia según los protocolos. Las sondas se añadieron respectivamente a 50 ml del
tampón de hibridación suministrado con el sistema Alphos Direct y, al mismo tiempo, 2 series de cada uno de los
8 filtros de nailon a los que se habían transferido las placas se hibridaron respectivamente y se lavaron según los
protocolos. Después del lavado, los filtros de nailon se sometieron a la reacción de luminiscencia, se expusieron a una
película ECL (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) durante 2 horas, se revelaron con un procesador automático
(FUJI FILM, Japón) y a continuación se analizaron los resultados.

Como resultado, se seleccionaron visualmente las placas independientes colocadas en una porción que se quemaron
fuertemente tras la exposición cuando se utilizó como sonda el ADNc sustraído (A), pero que no se quemaron cuando
se usó el ADNc sustraído (B), se retiraron raspando de la placa de petri y a continuación se suspendieron en 0,5 ml de
tampón SM. Las suspensiones se dejaron en reposo a 4ºC durante 2 horas o más, extrayendo de ese modo los fagos.

(4) Análisis de la secuencia de nucleótidos del clon positivo

Usando 0,5 µl de la disolución de fagos obtenida en el Ejemplo 2 (3) que contenía clones positivos como molde,
cebador T7 (TAATACGACTCACTATAGGG) (ID. SEC. Nº 24) y cebador T3 (ATTAACCCTCACTAAAGGGA) (ID.
SEC. Nº 25) que eran secuencias internas del vector del fago, y polimerasa LA-taq (TAKARA SHUZO, Japón), se
realizó la PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo (proceso) constituido por 96ºC durante 30 segundos, 55ºC durante
30 segundos y 72ºC durante 30 segundos. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al
0,8%. Los clones para los que se observó una única banda nítida se secuenciaron por medio del secuenciador de ADN
ABI377 (PE Applied Systems, EEUU) usando fragmentos de la amplificación por PCR como moldes.
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Cuando se observaron dos bandas nítidas, se extrajeron respectivamente los productos de PCR de cada porción del
gel de las bandas correspondientes usando el kit de extracción QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Alemania) y a
continuación se secuenciaron por medio del secuenciador de ADN ABI377.

Como resultado de la hibridación diferencial para 341.000 placas de la biblioteca de fagos de osteomalacia inducida
por tumores, se identificaron 456 placas positivas y se determinaron las secuencias de nucleótidos de todas estas placas.

Ejemplo 3

Reducción de los genes candidatos del factor inductor de hipofosfatemia humano

Se llevó a cabo la búsqueda de homología para la información de las secuencias de 456 clones positivos obtenida
en el Ejemplo 2 frente a las secuencias de nucleótidos registradas en Genbank, la base de datos de secuencias de
nucleótidos proporcionada por el NCBI. Como resultado, se obtuvo un grupo de genes que se presentan en la Tabla
1 como genes existentes que habían aparecido con frecuencias altas. Además, como resultado de la búsqueda en
las bases de datos, hay 100 clones de fragmentos genéticos desconocidos de los que se desconocen las actividades
biológicas. En cuanto a la información de las secuencia de nucleótidos de estos fragmentos genéticos desconocidos,
los solapamientos entre clones se extrajeron además como información de la frecuencia. Entre ellos, se obtuvo el gen
con solapamiento más frecuentemente, la secuencia de OST311 constituida por 7 clones que formaban se manera
secuencial un cóntigo. La secuencia de nucleótidos obtenida en este momento se extendía desde el nucleótido Nº 1522
hasta el 2770 de ID. SEC. Nº 1. Cuando se realizó una búsqueda para el fragmento del gen de OST311 sobre las bases
de datos existentes, no estaba registrado como ADNc o EST, y correspondía solamente con una secuencia genómica.
La secuencia genómica relevante es AC008012, y ya se había informado que estaba localizada en el locus 12p13 en
el cromosoma. Sin embargo, no se encontró una región que codificara una proteína (ORF) dentro de la secuencia
obtenida, de modo que se predijo que la secuencia correspondía a una región 3’ sin traducir. Por consiguiente, se
realizó la clonación del ADNc de longitud total de la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por
tumores. Además, se usó la función de predicción de ORF del programa DNASIS-Mac versión 3.7 para predecir el
ORF.

TABLA 1

26



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

Ejemplo 4

Clonación de OST311 de longitud total

Basándose en la secuencia de OST311 obtenida en el Ejemplo 3, se sintetizaron los siguientes cebadores. A con-
tinuación, se realizó la PCR, usando una disolución de fagos de la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia
inducida por tumores como molde, durante 35 ciclos, estando cada ciclo (proceso) constituido por 96ºC durante 30
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 30 segundos.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, se confirmó la amplificación de los
productos de PCR de tamaños predichos, y a continuación se purificaron los productos de PCR usando la columna
MicroSpin S-300 HR (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU). Los productos resultantes de la PCR se marcaron con
fluorescencia usando el sistema Alphos Direct (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) según el manual del fabrican-
te. A continuación, se realizó la hibridación en placa para 20.000 clones de la biblioteca de ADNc de tumores de
osteomalacia inducida por tumores usando estos productos marcados como sondas.

Los 40 clones positivos obtenidos de ese modo se amplificaron por PCR de la manera descrita en el Ejemplo 2 (4)
usando T7 y T3. Basándose en la secuencia de nucleótidos del producto resultante de la PCR, se sintetizó un cebador
311-L296 (ID. SEC. Nº 14, GGGGCATCTAACATAAATGC). Una vez más, la hibridación en placa para 20.000 clones
de biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores se realizó usando como sondas los productos
de PCR amplificados usando los cebadores 311-U65 (ID. SEC. Nº 12) y 311-L344 (ID. SEC. Nº 13). Para 62 clones
positivos, se determinó la secuencia de nucleótidos de un producto de PCR amplificado usando los cebadores T7 y 311-
L296 (ID. SEC. Nº 14). La secuencia determinada se unió a las secuencias de nucleótidos que se habían determinado
hasta el momento. Por consiguiente, se obtuvo la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1. Resultó
claro que el ORF de OST311 comienza desde un codón de iniciación localizado en el nucleótido Nº 133 de ID. SEC.
Nº 1. Además, se sintetizaron los siguientes cebadores para determinar finalmente la secuencia del ORF.

Usando los cebadores 311-F2 (ID. SEC. Nº 16) y 311-L6 (ID. SEC. Nº 21), la biblioteca de ADNc de tumores
de osteomalacia inducida por tumores como molde y la polimerasa de ADN Pyrobest (TAKARA SHUZO, Japón), se
realizó la PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo (proceso) constituido por 96ºC durante 30 segundos, 55ºC durante
30 segundos y 72ºC durante 30 segundos.

Cuando se sometieron los productos de PCR a la electroforesis en gel de agarosa al 2%, se confirmó un fragmento
único de aproximadamente 980 pares de nucleótidos. A continuación se determinó la secuencia de nucleótidos del
fragmento amplificado usando los cebadores anteriores (ID. SEC. Nº 15 a 21). La región ORF determinada de ese
modo (ID. SEC. Nº 1) que codifica el polipéptido representado por ID. SEC. Nº 2 se colocó entre el codón de iniciación
ATG localizado en el nucleótido Nº 133 y el codón de terminación TAG localizado en el nucleótido Nº 886 de ID.
SEC. Nº 1.

Ejemplo 5

Especificidad de OST311 contra el tumor de la osteomalacia inducida por tumores

Para estudiar la especificidad tumoral de OST311, se realizó la PCR durante 35 ciclos usando como moldes los
ADNc de primera hebra extraídos de tejidos tumorales y de tejidos óseos de control, y usando los cebadores específicos
de OST311 que se muestran a continuación (ID. SEC. Nº 22 y 23). Cada ciclo de PCR es un proceso constituido por
96ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 30 segundos. Además, se añadió DMSO en ambas
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disoluciones de reacción para tener una concentración final de 2%, y se usó la polimerasa de ADN LA-taq (TAKARA
SHUZO, Japón) como enzima. Además, como patrón interno, se realizó la PCR bajo condiciones similares usando
cebadores específicos para G3PDH (directo “FW”: ACCACAGTCCATGCCATCAC (ID. SEC: Nº 26), inverso “RV”:
TCCACCACCCTGTTGCTGTA (ID. SEC. Nº 27)).

Como se muestra en la Figura 1, estos productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Cuando se usaron los cebadores de OST311, se observaron los productos de PCR con los tamaños predichos solamente
cuando se utilizó el tejido tumoral como molde. En cambio, cuando se usaron los cebadores de G3PDH, se observaron
los productos de PCR con los tamaños predichos en el mismo nivel en ambos casos, en los tejidos tumorales y en los
tejidos óseos de control. A partir de estos resultados, se confirmó la expresión de OST311 específica de tejido tumoral.

Ejemplo 6

Aislamiento de las células CHO que expresan OST311 de manera estable

(1) Construcción del vector de expresión de OST311

Usando los cebadores 311F1EcoRI (ID. SEC. Nº 22) y 311LHisNot (ID. SEC. Nº 23) mostrados en el Ejemplo
5 y la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores, se realizó la PCR durante 35 ciclos,
estando cada ciclo (proceso) constituido por 96ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 30
segundos. Además, se añadió DMSO a la disolución de reacción para tener una concentración final de 2%, y se usó la
polimerasa de ADN LA-taq (TAKARA SHUZO, Japón) como enzima. El cebador 311F1EcoRI se hibridó al número
al nucleótido Nº 111 de ID. SEC. Nº 1 localizado secuencia arriba de la secuencia de Kozak, y el cebador 311LHisNot
se hibridó al nucleótido Nº 871 de ID. SEC. Nº 1. Puede amplificarse una región que codifica el polipéptido de longitud
total representado por ID. SEC. Nº 2 realizando la PCR usando ambos cebadores. Además, el cebador 311LHisNot
contiene una secuencia de nucleótidos que añade seis residuos de histidina después del aminoácido Nº 251 de ID. SEC.
Nº 2 y también añade un codón de terminación después del último codón de histidina. Por consiguiente, la proteína
recombinante traducida tiene una secuencia marcadora His6 en el extremo C terminal, de modo que es útil para el
reconocimiento de un recombinante por medio de un anticuerpo y para la purificación del recombinante usando resina
de níquel.

Después de la digestión con las enzimas de restricción EcoR I y Not I, el producto de PCR se unió al vector
plasmídico pcDNA3.1Zeo (INVITROGEN, EEUU) para la expresión en células animales que se habían digerido con
EcoR I y Not I de manera similar. El vector recombinante obtenido de ese modo se introdujo en la cepa DH5α de
Escherichia coli. Se cultivó la E. coli en 3 ml de medio LB que contenía ampicilina 100 mg/ml, y a continuación
se purificó el plásmido usando el kit de purificación de plásmidos GFX (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU).
La secuencia del gen insertado se determinó por un procedimiento convencional. Por consiguiente, se confirmó que la
secuencia era idéntica a una porción equivalente de ID. SEC. Nº 1, y que se había añadido una secuencia de nucleótidos
que codificaba la secuencia marcadora His6 inmediatamente antes del codón de terminación.

(2) Aislamiento de las células CHO que expresan OST311 de manera estable

Se digirieron aproximadamente 20 µg del plásmido, al que se le había insertado la porción ORF de OST311
preparada en el Ejemplo 6 (1), con una enzima de restricción Fsp I para escindir un sitio del gen de resistencia
a la ampicilina dentro del vector. A continuación, se sometió el vector escindido a la precipitación con etanol y
posteriormente se disolvió en 10 µl del agua ultrapura. Posteriormente, se introdujo el volumen total de la disolución
en las células huésped por una electroporación usando Gen Pulser II (Bio Rad, EEUU). Se usaron células CHO ras
clon-1 (Shirahata, S., Biosci. Biotech. Biochem, 59 (2): 345-347, 1995) como células huésped. Se cultivaron las células
CHO ras clon-1 en un matraz de cultivo de 75 cm2 (CORNING, EEUU) que contenía medio MEMα suplementado con
FCS al 10% a 37ºC bajo CO2 al 5% y humedad del 100% hasta que las células crecieron hasta cubrir aproximadamente
el 90% del área de cultivo. Posteriormente se eliminaron las células adherentes por tratamiento con tripsina, de modo
que se obtuvieron aproximadamente 1 x 107 células quedaron. Las células obtenidas se resuspendieron en 0,8 ml de
PBS, se mezclaron con el plásmido digerido con Fsp I, y a continuación se enfriaron en hielo durante 10 minutos.
Las células que contenían el plásmido se transfirieron a una cubeta de cuatro milímetros en anchura. Tras aplicar el
impulso eléctrico en los valores calibrados (0,25 kilovoltios y 975 µF), se enfrió nuevamente la cubeta durante 10
minutos. Las células con el gen transferido se cultivaron en medio MEMα que contenía al FCS durante 24 horas.
Posteriormente, se añadió Zeosin (INVITROGEN, EEUU) al medio de cultivo para tener una concentración final de
0,5 mg/ml, y a continuación se cultivó durante 1 semana más. Posteriormente, para las células de la clonación que
mostraban capacidad de resistencia al fármaco, las células se reinocularon en una placa de pocillos 96 (CORNING,
EEUU) a 0,2 células/pocillo por un procedimiento de dilución limitada, y a continuación se cultivaron en presencia de
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zeosina con una concentración final de 0,3 mg/ml durante aproximadamente 3 semanas, obteniendo de ese modo 35
clones de la cepa resistente al fármaco.

(3) Confirmación de la producción de recombinante por las células CHO que expresan OST311 de manera estable

Para los 35 clones que mostraban resistencia al fármaco, se confirmó la presencia de OST311 recombinante en el
medio acondicionado por el procedimiento de transferencia Western.

Se concentraron 0,2 ml de medio acondicionado hasta aproximadamente 40 a 50 µl usando un sistema de membra-
nas ultra-free MC con un PM de corte de 5.000 (MILLIPORE, EEUU). Se añadieron 10 µl de un tampón de muestra
que contenía Tris-Cl 1 M, pH 6,8, SDS al 5%, glicerol al 50% y DTT 100 mM para concentrar, y a continuación se
calentó a 95ºC durante 5 minutos. Posteriormente se separó la proteína en el medio acondicionado por electroforesis
en poliacrilamida con un gradiente del 10 al 20%. A continuación, se transfirió la proteína que estaba en el gel a la
membrana de PVDF Immobilon (MILLIPORE, EEUU) usando un sistema de transferencia semiseco (Owl Separation
Systems, EEUU). Esta membrana de PVDF se incubó con anticuerpo anti His (extremo C terminal) (INVITROGEN,
EEUU) que se había diluido 1/5000 en tampón TTBS (Sigma, EEUU) a temperatura ambiente durante 1 hora. Pos-
teriormente, se expuso la membrana a la película durante 5 minutos usando el sistema ECL (Amersham Pharmacia
Biotech, EEUU) y se reveló con un procesador automático (FUJIFILM, Japón). Como resultado, se aisló el clon # 20,
para el que se habían observado las señales más intensas en aproximadamente 32 kDa y 10 kDa. A continuación, en
el presente documento, la célula # 20 se denominó CHO-OST311H y se depositó en el National Institute of Advan-
ced Science and Technology, Organismo Internacional de Depósito de Patentes (Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki 1-1-1)
(número de referencia. FERM BP-7273).

Ejemplo 7

Medición de la actividad inhibidora de la absorción de fosfato por el medio acondicionado de CHO-OST311H

Se cultivó CHO-OST311H en un matraz de cultivo de 225 cm2 (CORNING, EEUU) que contenía medio MEMα
suplementado con FCS al 10% a 37ºC, bajo CO2 al 5% y humedad del 100% hasta que las células crecieron hasta
cubrir aproximadamente el 80% del área del matraz. A continuación, se reemplazó el medio con 30 ml de medio
CHO-S-SFM II sin suero (LIFE TECHNOLOGY, EEUU). 48 horas más tarde, se recogió el medio acondicionado. Se
centrifugó el medio acondicionado a 1.200 g durante 5 minutos para eliminar las células suspendidas y similares, y a
continuación se filtró usando un filtro de 0,22 µm Minisart-plus (Sartorius, Alemania).

Usando este medio acondicionado, se examinó el efecto en la actividad de absorción del fosfato de una línea
celular del túbulo proximal renal humano (células CL-8). La línea celular del túbulo proximal renal humano se cultivó
bajo CO2 al 5% y humedad del 100% a 37ºC en medio DMEM que contenía FCS al 10% (LIFE TECHNOLOGY).
Para medir la actividad de absorción del fosfato, la línea celular del túbulo proximal renal humano se cultivó primero
en medio DMEM que contenía FCS al 10% en una placa de 48 pocillos (CORNING, EEUU). Cuando las células
crecieron hasta cubrir toda la superficie inferior de la placa a los 3 días después del comienzo del cultivo, se reemplazó
el medio de cultivo con 200 µl de medio CHO-S-SFM II sin suero (LIFE TECHNOLOGY, EEUU), seguido por otro
cultivo durante 20 a 24 horas. Usando las células en este estado, se llevaron a cabo los siguientes experimentos para
medir la actividad de absorción del fosfato (Experimentos 1 y 2).

Experimento 1

Se eliminó el medio CHO-S-SFM II y a continuación se añadieron 200 µl del anterior medio acondicionado de
células CHO-OST311H preparado en medio CHO-S-SFM II por pocillo. En este momento, como pocillos de control,
se prepararon 3 pocillos que contenían el medio que no se había reemplazado con CHO-S-SFM II y 3 pocillos que
contenían el medio que se había suplementado respectivamente con 200 µl del medio acondicionado de células CHO-
OST190H preparado de una manera similar al preparado para CHO-OST311H. Las células CHO-OST190H descri-
tas anteriormente son células recombinantes que se han preparado introduciendo OST190H, que se ha clonado de
manera similar a la utilizada para las células CHO-OST311H, en CHO ras clon-1 de manera tal que pueda expresar-
se OST190H. De manera similar a OST311H, CHO-OST190H expresado contiene una secuencia de marcador His6
añadida al extremo C terminal de un polipéptido, que es el mismo que el polipéptido denominado MEPE como fue
informado por Rowe, P.S.N. y col., Genomics 67: 54-68, 2000. Después de añadir cada muestra, se realizó la incuba-
ción en un incubador con CO2 durante 26 horas, se midió la actividad de absorción de fosfato de las células en cada
pocillo por el siguiente procedimiento para medir la actividad de absorción de fosfato.

Experimento 2

Se retiraron 100 µl de medio de cultivo de 200 µl del medio de cultivo CHO-S-SFM II. En estos cultivos, se
añadieron 100 µl de medio acondicionado de las células CHO ras clon-1 respectivamente a 3 pocillos, y 100 µl
de medio acondicionado de las células CHO-OST311H respectivamente a 3 pocillos. A continuación, se realizó la
incubación en un incubador con CO2 durante 24 horas. Posteriormente, se midió la actividad de absorción del fosfato
de las células en cada pocillo por el siguiente procedimiento para medir el transporte de fosfato.
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Procedimiento de medición de la actividad de absorción del fosfato

Después de la adición del medio de incubación acondicionado, se lavaron las células con un tampón que no contenía
ácido fosfórico (NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, MgSO4 1,8 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) y a continuación se incubaron
en la misma disolución a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retiró la disolución y a continuación se añadió
una disolución de ensayo, que se había preparado añadiendo KH2PO4 radiactivo (NEN) para tener 0,105 mM al
tampón. La disolución se sometió a incubación a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubación,
las células se lavaron tres veces con una disolución de parada que se había enfriado con hielo inmediatamente después
de eliminar la disolución de ensayo (cloruro de la colina 150 mM, CaCl2 1 mM, MgSO4 1,8 mM, HEPES 10 mM,
pH 7,4). Se eliminó esta disolución de lavado, se añadieron 80 µl de NaOH 0,2 N a las células y a continuación se
incubó la disolución a temperatura ambiente durante 10 minutos, de modo que las células se lisaron. Para medir la
radiactividad en la disolución de lisis celular, se transfirió la disolución a ReadyCap (Beckman), se secó a 50ºC y a
continuación se colocó en un vial de vidrio. Posteriormente, se midió la radiactividad usando un contador de centelleo
(Wallac1410, Pharmacia). La actividad de absorción de fosfato en cada experimento se muestra en la Tabla 2, en la
que la absorción media en el control no suplementado con medio acondicionado se considera como 100%. El medio
acondicionado de las células CHO-OST311H suprimió significativamente la actividad de absorción de fosfato de las
células epiteliales humanas de los túbulos contorneados proximales renales.

TABLA 2

Actividad de OST311 contra la absorción de fosfato por las células epiteliales tubulares renales

Ejemplo 8

Purificación parcial de OST311 recombinante a partir de medio de CHO-OST311H acondicionado

Se purificó parcialmente OST recombinante a partir del medio acondicionado de la manera descrita en el Ejemplo
7 por el siguiente procedimiento. Los procedimientos 1) a 4) se realizaron en una cámara cromatográfica a 4ºC.

1) Una columna desechable de polipropileno se rellenó con la resina de níquel ProBond (INVITROGEN, EEUU)
para tener un volumen del lecho de 3 ml y a continuación se lavó la columna y se equilibró con 30 ml del tampón 1
(Tabla 3).

2) Se aplicaron 120 ml del medio acondicionado preparado en la manera descrita en el ejemplo 7 a la anterior
columna de níquel por caída libre, permitiendo la unión de OST311 recombinante.

3) Se usaron 30 ml del tampón 2 que se muestra en la Tabla 3 para eliminar las proteínas adsorbidas inespecífica-
mente.

4) Se añadieron 3 ml del tampón 3 que se muestra en la Tabla 3 respectivamente en cuatro veces separadas, de
modo que se eluyó OST311 recombinante. 20 µl de cada una de estas cuatro fracciones se sometieron directamente
(como concentración original) a transferencia Western en la manera descrita en el Ejemplo 6 (3). Se este modo, se
intentó la detección de OST311 con anticuerpo anti His.

Como resultado, se observaron intensamente señales de aproximadamente 32 kDa y 10 kDa en la segunda fracción.

5) La segunda fracción anterior se aplicó a las columnas NAP25 y NAP10 (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU)
y se reemplazó el disolvente con el tampón 4 que se muestra en la Tabla 3.

6) OST311 recombinante, para el que el disolvente se había reemplazado con el tampón 4, se aplicó a SP-5PW
(resina de intercambio catiónico fuerte, TOSOH, Japón) a un caudal de 1 ml/minuto usando cromatografía líquida de
alta resolución (Hitachi, Japón). Se añadió el tampón 5 que se muestra en la Tabla 3 con un gradiente del 1%/minuto
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para la elución, obteniéndose de ese modo fracciones de 2 ml cada una. Según se muestra en Fig. 2, la transferencia
Western se realizó para cada fracción de elución en la manera descrita en el Ejemplo 8 (5), de modo que se intentó
la detección de OST311. La señal de aproximadamente 10 kDa se eluyó con aproximadamente NaCl 280 mM, y la
señal de aproximadamente 32 kDa se eluyó con aproximadamente NaCl 400 mM. Las fracciones correspondientes se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, y a continuación se tiñeron usando un kit de tinción de plata
(Daiichi Chemicals, Japón). La pureza de la fracción que contenía aproximadamente 10 kDa y 32 kDa era del 70% o
más.

TABLA 3

Ejemplo 9

Análisis de la secuencia de aminoácidos del extremo N terminal de OST311 recombinante parcialmente purificado

Las fracciones parcialmente purificadas de aproximadamente 10 kDa y 32 kDa reconocidas por el anticuerpo anti
His que se habían obtenido por el procedimiento descrito en el Ejemplo 8 se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS. A continuación, usando un sistema de transferencia semiseco (Owl Separation Systems, EEUU),
se transfirió la proteína en el gel a una membrana de PVDF Immobilon (MILLIPORE, EEUU). La membrana de PVDF
se tiñó con azul de Coomasie, se escindieron las bandas de aproximadamente 32 kDa y 10 kDa, y a continuación se
determinaron las secuencias de aminoácidos del extremos N terminal usando un secuenciador de proteínas Modelo
492 (PE Applied Systems, EEUU).

Como resultado, fue evidente que la secuencia de aminoácidos del extremo N terminal de la banda de aproximada-
mente 35 kDa era una secuencia de OST311 que comenzaba desde el residuo Nº 25, Tyr, de ID. SEC. Nº 2. A partir de
este resultado, se confirmó que una se había escindido una secuencia que se extendía desde el residuo Nº 1, Met, hasta
el residuo Nº 24, Ala, de ID. SEC. Nº 2, como una secuencia de la señal de secreción. Por otra parte, resultó evidente
que la secuencia de aminoácidos del extremo N terminal de banda de aproximadamente 10 kDa era una secuencia de
OST311 que comenzaba desde el residuo Nº 180, Ser, de ID. SEC. Nº 2. La presencia de un motivo constituido por
RRXXR inmediatamente antes de Ser en el residuo Nº 180 reveló que OST311 recombinante había sido escindido por
alguna proteasa procedente de las células de CHO.

Como se describió anteriormente, se mostró que OST311 recombinante producido por las células CHO-OST311
estaba presente como al menos 3 tipos de polipéptidos después de la secreción: un polipéptido (ID. SEC. Nº 4) desde
el residuo Nº 25, Tyr, hasta el Nº 251, Ile, un polipéptido (ID. SEC. Nº 6) desde el residuo Nº 25, Tyr, hasta el Nº 179,
Arg, y un polipéptido (ID. SEC. Nº 8) desde el residuo Nº 180, Ser, hasta el Nº 251, Ile de ID. SEC. Nº 2.

Ejemplo 10

Preparación del anticuerpo policlonal anti péptido parcial de OST 311

El grado de hidrofobicidad del polipéptido ID. SEC. Nº 2 se predijo usando una función de cálculo del programa
MacVector versión 6.5.1, de modo que se predijeron los sitios adecuados para actuar como antígeno en la preparación
de anticuerpos contra el péptido (Fig. 3A y B). En el presente documento, se predijo el sitio adecuado desde la
perspectiva de que los sitios tienen alto grado de hidrofilia y están menos sometidos a modificación y fosforilación de la
cadena de azúcares. Por consiguiente, los seleccionados y sintetizados como antígenos fueron 311-48 (ID. SEC. Nº 28)
preparado añadiendo de manera artificial un residuo cisteína en la etapa sintética del extremo C terminal de un péptido
constituido por 20 aminoácidos comenzando desde el residuo Nº 48, Arg, de ID. SEC. Nº 2, y 311-114 (ID. SEC. Nº 29)
preparado de manera similar añadiendo un residuo cisteína a un péptido constituido por 20 aminoácidos comenzando
desde el residuo Nº 114, Arg. Específicamente, los residuos de cisteína se añadieron de manera artificial a los extremos
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C terminales de ambos péptidos en la etapa sintética, de modo que los productos pudieran acoplarse con las proteínas
transportadoras (tiroglobulina bovina). El acoplamiento con las proteínas transportadoras y la inmunización de conejos
se consignaron a IBL, Co., Ltd. (1091-1, Fujioka-shi, Gunma, Japón) (número de asignación: 1515).

Ejemplo 11

Experimento de trasplante de células CHO-OST311H en ratones atímicos

Para probar si OST311 es un factor causante para la osteomalacia inducida por tumores, se transplantaron células
CHO-OST311H en ratones atímicos BALB/c, machos, de 6 semanas de edad, para la generación de tumores, desarro-
llando de ese modo un modelo murino de osteomalacia inducida por tumores que secrete OST311 recombinante de
los tumores. Como control para el experimento, se usaron células CHO ras clon-1 y CHO-OST190H descritas en el
Ejemplo 7 de manera similar para el experimento de transplante.

(1) Transplante de células de CHO

Las células CHO-OST311H y CHO-OST190 se dispersaron por el tratamiento con tripsina de los matraces de
cultivo, se suspendieron a razón de 1 x 108 células/ml en PBS. La suspensión se inyectó por vía subcutánea, 0,1 ml a
cada una, a ambos flancos de los ratones atímicos (2 x 107 células/ratón). Además, como grupo de control, se realizó la
inyección subcutánea del mismo número de células CHO ras clon-1 de la misma manera. Durante aproximadamente
1 mes después de la inyección, se alojaron cinco ratones atímicos en una jaula de plástico con acceso ad libitum al
alimento sólido CE-2 (CLEA, JAPAN, Japón) y al agua del grifo. 2 semanas después del transplante, se observó la
generación de tumores para el 75% del grupo de control y el 66,7% del grupo OST311.

(2) Comparación de cambios en el peso corporal

Se compararon los cambios con el transcurso del tiempo en el peso corporal promedio durante 31 días después
del transplante de las células CHO-OST311H entre un grupo sin carga tumoral (una línea indicada con prom.- en
el gráfico) y un grupo con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H (una línea indicada con prom.+
en el gráfico). Según se muestra en la Fig. 4, el grupo con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H
mostró supresión de los aumentos en el peso corporal comparado con el grupo sin carga tumoral, y hubo diferencias
claramente significativas entre los dos grupos (24,1 ± 1,5 g frente a 26,7 ± 1,0 g, p< 0,001, día 31). En cambio,
no se encontraron diferencias similares en el peso corporal promedio entre el grupo de control con carga tumoral
transplantado con células CHO ras clon-1 y el grupo sin carga tumoral (27,0 ± 1,8 g frente a 26,7 ± 1,0 g, diferencia
no significativa, día 31).

(3) Medición de fosfato y de calcio del suero, y de fosfato y de calcio de la orina

El los días 30 a 40 después del transplante celular, los ratones atímicos se alojaron en jaulas metabólicas durante 24
horas. Tras recoger la orina, se extrajo sangre del corazón o de la cavidad orbital de los ratones bajo anestesia usando
dietiléter. La sangre periférica se sometió a la preparación del suero usando Microtainer (Beckton Dickinson, EEUU).
Después de medir el volumen, la orina se centrifugó para recoger el sobrenadante. Los niveles de fosfato del suero y
de la orina se midieron usando P-test de Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón), y los niveles de calcio del
suero y de la orina se midieron usando calcium-test de Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón), los niveles de
creatinina del suero y de la orina se midieron usando CRE-EN de KAINOS (KAINOS, Japón).

Experimento 1

En el día 34 después del transplante celular, se midieron los niveles de fosfato del suero del grupo sin carga tumoral,
del grupo con carga tumoral transplantado con célula CHO ras clon-1, del grupo con carga tumoral transplantado con
células CHO-OST190H y del grupo con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H.

Experimento 2

En los días 44 a 46 después del transplante celular, se midieron los niveles de fosfato, los niveles de calcio y los
niveles de creatinina del suero y de la orina del grupo sin carga tumoral y del grupo con carga tumoral transplantado con
células CHO-OST311H. Se determinó la excreción renal fraccionada de fosfato y de calcio dividiendo el aclaramiento
de fosfato o de calcio por el aclaramiento de creatinina.
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Los resultados de las mediciones se muestran en la siguiente Tabla 4.

TABLA 4

Fosfato y calcio del suero y de la orina en ratones trasplantados con células

(4) Radiografía suave del esqueleto completo

Después del transplante de las células CHO-OST311H, los individuos en los que se reconocía la formación de
tumores mostraron anormalidades significativas en sus constituciones físicas y en el andar, comparados con los in-
dividuos sin carga tumoral o con los individuos transplantados con CHOS ras clon-1 de control. Por consiguiente,
se predijo que los individuos con carga tumoral tendrían anormalidades esqueléticas. A continuación, se selecciona-
ron aleatoriamente individuos en los que se reconocía la formación de tumores del grupo de control trasplantado con
CHOS ras clon-1, del grupo trasplantado con células CHO-OST190H y del grupo trasplantado con células CHO-
OST311H, y a continuación se tomaron radiografías de los mismos usando un sistema de radiografía µFX-100 (FUJI
FILM, Japón) según el manual adjunto del fabricante. Las radiografías se tomaron bajo condiciones de voltaje del
tubo de rayos X de 25 kilovoltios, corriente del tubo de rayos X de 0,1 mA y tiempo de exposición de 10 segundos.
Los individuos se expusieron a una placa de generación de imágenes, y a continuación se realizó el análisis de las
imágenes usando BAS2000 (FUJI FILM, Japón).

Como resultado, según se muestra en la Fig. 5, se reconoció brillo reducido del roentgenograma suave del hueso en
esqueleto completo de los individuos trasplantados con células CHO-OST311H, de modo que se reconoció el defecto
de mineralización. Además, también se reconoció deformidad esquelética, tal como la distorsión de la caja torácica.

(5) Medición de los niveles de fosfato, niveles de calcio y actividad de la fosfatasa alcalina del suero

El suero obtenido por extracción de sangre del corazón en los días 44 y 46 después del transplante celular se
almacenó a -20ºC una vez. Las muestras de suero se descongelaron juntas, se midieron nuevamente los niveles de
fosfato y de calcio contenidos en cada suero, y se midieron también las actividades de la fosfatasa alcalina. Los niveles
de fosfato se midieron usando P-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón) y se midieron los niveles de
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calcio usando calcium-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón), las actividades de la fosfatasa alcalina se
midieron usando calcium alkaline phosphor B-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón). Los resultados se
clasificaron en un grupo sin carga tumoral (n = 6), un grupo con carga tumoral de CHO (n = 10), un grupo con carga
tumoral de células CHO-OST190H (n = 10) y un grupo con carga tumoral de CHO-OST311H (n = 6 x 2). El grupo
de CHO-OST311H se clasificó en dos grupos: un grupo sacrificado en el día 44 (CHO-OST311H-1: n = 6) y un grupo
sacrificado en el día 46 (CHO-OST311-2: n = 6). Según se muestra en la Fig. 7, se reconocieron cambios significativos
que incluyen nivel disminuido de fosfato del suero (Fig. 7A), nivel disminuido de calcio del suero (Fig. 7B) y actividad
aumentada de la fosfatasa alcalina del suero (Fig. 7C) en el grupo del tumor de CHO-OST311H.

(6) Expresión del cotransportador de sodio y fosfato (NaPi-7) en el túbulo proximal renal

i) Preparación de las membranas de ribete en cepillo (a continuación, en el presente documento, denominadas
BBM) de la célula epitelial del túbulo proximal

Se extirparon los riñones de los individuos con carga tumoral de CHO-OST311H y de los individuos sin carga
tumoral bajo anestesia usando dietiléter. Cada riñón se cortó por la mitad para obtener las secciones coronales (Ex-
perimento 1: 6 individuos con carga tumoral de CHO-OST311H y 4 individuos sin carga tumoral. Experimento 2: 6
individuos con carga tumoral de CHO-OST311H y 2 individuos sin carga tumoral). Usando la mitad de cada uno de
los riñones respectivamente extirpados de los individuos, se prepararon las BBM según los protocolos informados por
Kessler y col. (Biochem. Biophys. Acta. 506, páginas 136-154).

El riñón se homogeneizó en 3 ml de un tampón de homogeneización (manitol 50 mM, Tris/HEPES 2 mM, pH 7,5)
usando un homogeneizador de vidrio a 1.300 rpm durante 2 minutos de modo que se obtuvieron los extractos de riñón
homogéneos. Después de añadir CaCl2 al extracto para tener una concentración final de 10 mM, la disolución se agitó
a 4ºC durante 15 minutos, a continuación se centrifugó a 4.900 g durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido
de ese modo se filtró usando un Kimwipe, y posteriormente se centrifugó a 16.200 g durante 60 minutos a 4ºC, permi-
tiendo de ese modo que las fracciones que contenían muchas BBM precipitaran. El precipitado se resuspendió en 5 ml
de un tampón de suspensión (manitol 50 mM, Tris/HEPES 2 mM, pH 7,5) y a continuación se centrifugó nuevamente
la disolución a 16.200 g durante 60 minutos a 4ºC. Este procedimiento se repitió dos veces y posteriormente se resus-
pendió el producto en 0,1 ml de un tampón de suspensión. La concentración de proteína de la disolución obtenida de
ese modo era de 3 a 4 mg/ml según se determinó por procedimientos convencionales.

ii) Transferencia Western de la proteína de BBM

Como se describió anteriormente, las proteínas de BBM preparadas de cada ratón se diluyeron por separado con un
tampón de suspensión hasta 10 µg/µl. Posteriormente se añadieron 2,5 µl de un tampón de muestras que contenía Tris-
Cl 1 M, pH 6,8, SDS al 5%, glicerol al 50% y DTT 100 mM a la solución diluida. Después de calentar la disolución
a 95ºC durante 5 minutos, se separó la proteína en la disolución de BBM por electroforesis en poliacrilamida con un
gradiente del 10 hasta el 20%. Posteriormente, se transfirió la proteína en el gel a la membrana de PVDF Immobilon
(MILLIPORE, EEUU) usando un sistema de transferencia semiseco (Owl Separation Systems, EEUU). La membrana
de PVDF se incubó con el anticuerpo policlonal anti-NaPi-7 diluido 1/2000 en tampón TTBS (Sigma, EEUU) a
temperatura ambiente durante 3 horas. El anticuerpo es un anticuerpo policlonal que se ha obtenido inmunizando
un conejo con un péptido sintético (LALPAHHNATRL) correspondiente al sitio C terminal de NaPi-7 de ratón por
procedimientos convencionales en KIRIN BREWERY CO., LTD., Pharmaceutical Research Laboratories Division.
Después de la reacción con este anticuerpo, el producto de reacción se incubó nuevamente, ahora con el anticuerpo
secundario IgG anti conejo (DAKO, Dinamarca) unido a peroxidasa de rábano picante (HRP), y a continuación se
detectaron las bandas usando el sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU).

Bajo condiciones reductoras, se detectaron bandas de aproximadamente 80 kDa y 35 kDa y manchas de alto peso
molecular de 170 a 200 kDa con el anticuerpo (Fig. 8). Estos patrones de bandas son los mismos que los de los
casos informados por Tatsumi y col. en J. Biol. Chem. Vol. 273, páginas 28568-28575, 1998, y se había confirmado
que estas bandas cambian uniformemente dependiendo de la cantidad de ingesta de fosfato de los alimentos por
los ratones o las ratas. De estos hechos, las bandas demostraron ser polipéptidos derivados de NaPi-7. Como se
muestra en la Fig. 8, para todos los fragmentos anteriores (bandas indicadas con flechas), las señales de NaPi-7
contenidas en las proteínas de BBM que se habían preparado de individuos con carga tumoral de CHO-OST311H
estaban significativamente reducidas comparadas con las preparadas de individuos son carga tumoral. Estos resultados
se reprodujeron en los Experimentos 1 y 2 realizados de manera individual. Por otra parte, estas proteínas de BBM se
separaron por electroforesis en poliacrilamida con un gradiente del 10 hasta e 20%, y a continuación se tiñeron con
azul de Coomasie. Las proteínas de BBM de los individuos se tiñeron igualmente, sugiriendo que las señales reducidas
en la transferencia Western se observan específicamente para NaPi-7 (Fig. 8). Basándose en este hecho, se deduce que
la proteína OST311 actúa en las células del túbulo proximal renal, y regula negativamente el nivel de expresión de
NaPi-7 a nivel de la proteína, para inducir la hipofosfatemia.
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(7) Análisis de los cambios en los ARNm de transportadores de fosfato y de enzimas que metabolizan la vitamina
D en el riñón y en el intestino delgado

i) Preparación del ARN total

Se extirparon los intestinos delgados y los riñones de los ratones sacrificados en los días 44 a 46 después del tras-
plante de células. Los riñones se congelaron rápidamente en hielo seco. Los riñones congelados se crioconservaron en
un congelador a -80ºC hasta el uso. Se homogeneizó un riñón congelado en 5 ml de ISOGEN (Nippon Gene, Japón)
y a continuación se preparó el ARN total según el manual adjunto del fabricante. Se sometieron 15 µg del ARN total
preparado a electroforesis por medio de gel desnaturalizado con una concentración de agarosa del 1% que contenía
formaldehído según procedimientos convencionales, y a continuación se transfirió a Hybond-N+ (Amersham Pharma-
cia, EEUU) durante la noche por un procedimiento de transferencia capilar. El filtro con ARN transferido se irradió
con UV usando un Stratalinker (STRATAGENE, EEUU) para la inmovilización del ARN transferido, se lavó con 2
X SSC, se secó al aire y a continuación se almacenó a temperatura ambiente hasta el uso. Los intestinos delgados se
lavaron con disolución salina fisiológica para eliminar el contenido y a continuación se invirtieron. Posteriormente, se
recogieron los epitelios del intestino delgado raspando con una preparación, y a continuación se congelaron rápida-
mente con nitrógeno líquido. Los epitelios del intestino delgado se crioconservaron en un congelador a -80ºC hasta el
uso. Los epitelios del intestino delgado congelados se homogeneizaron en 5 ml de ISOGEN (Nippon Gene, Japón) y
a continuación se preparó el ARN total según el manual adjunto del fabricante. Se sometieron 20 µg del ARN total
preparado a electroforesis por medio de gel desnaturalizado con una concentración de agarosa del 1% que contenía
formaldehído según procedimientos convencionales, y posteriormente se transfirió a Hybond-N+ (Amersham Phar-
macia, EEUU) durante la noche por un procedimiento de transferencia capilar. El filtro con ARN transferido se irradió
con UV usando un Stratalinker (STRATAGENE, EEUU) para la inmovilización del ARN transferido, se lavó con 2 X
SSC, se secó al aire y a continuación se almacenó a temperatura ambiente hasta el uso.

ii) Preparación del ADN molde para la sonda

Se usaron 5 µg del ARN total preparado de un ratón (ratón Nº 1) para sintetizar el ADNc en 20 µl de una disolución
de reacción (Tris (pH 8,3) 50 mM, KCl 75 mM, MgCl2 3 mM, DTT 10 mM, (dT)18 25 g/ml, dNTP 2,5 mM, 200
unidades de transcriptasa inversa MMLV (TOYOBO, Japón)) a 37ºC durante 1 hora y a continuación se trató la
disolución de reacción a 70ºC durante 15 minutos para inactivar la enzima. El ADNc sintetizado se diluyó 5 veces y a
continuación se usó en la siguiente reacción.

Los siguientes cebadores se sintetizaron a partir de las secuencias registradas en GenBank (NCBI, EEUU), y a
continuación se utilizaron para la reacción de PCR:

Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de GAPDH de ratón

Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de Npt-1 de ratón

Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de NaPi-7 de ratón

Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de NaPi-2b de ratón
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Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de vitamina D1α hidroxilasa de ratón

Cebadores sintéticos para la obtención de ADNc de vitamina D 24 hidroxilasa de ratón

Se preparó una disolución de reacción según el manual adjunto del fabricante de TakaLa La-Taq (TAKARA SHU-
ZO, Japón). Se añadió 1 µl de ADNc y 10 pmol de cada cebador como se describió anteriormente a 50 ml de la
disolución de reacción. Se mantuvo la disolución a 94ºC durante 1 minuto y a continuación se realizó la amplifica-
ción durante 40 ciclos, estando cada ciclo de incubación constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30
segundos y 72ºC durante 1 minuto. A continuación se separaron las bandas amplificadas mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,8%, y posteriormente se recogieron los fragmentos diana usando Gene Clean II (Bio101, EEUU).
Con respecto a GAPDH, se preparó la sonda marcada con 32P usando como molde el fragmento obtenido mediante el
procedimiento y un kit Megaprimer Labeling (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) y a continuación se utilizó para
la siguiente hibridación. Con respecto a otros genes, los fragmentos de PCR obtenidos se incorporaron en el vector
pGEM-T (Promega, EEUU) y a continuación se introdujeron en la cepa DH5α de Escherichia coli. Se añadieron los
cebadores T7 (ID. SEC. Nº 42) y SP6 (ID. SEC. Nº 43), 10 pmol de cada uno, a una disolución de reacción de PCR,
a continuación se añadió la Escherichia coli transformada a la misma. Después de mantener la disolución a 94ºC
durante 10 minutos, se realizó la amplificación durante 40 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94ºC durante 30
segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. La disolución de reacción se sometió a electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% para separar las bandas amplificadas, a continuación se extrajo un fragmento diana usando
Gene Clean II (Bio 101, EEUU).

Las secuencias de nucleótidos de los fragmentos amplificados obtenidos por los procedimientos anteriores se
determinaron usando el secuenciador de ADN ABI377 (PE Applied System, EEUU), confirmando de ese modo que
se había obtenido cada fragmento diana. Los fragmentos de ADN obtenidos de ese modo se marcaron con 32P usando
un kit Megaprimer Labeling (Amersham Pharmacia, EEUU) y a continuación se usaron como sondas en la siguiente
hibridación.

iii) Hibridación

La hibridación se realizó según el manual adjunto del fabricante usando la disolución de hibridación ExpressHyb
(CLONTECH, EEUU) o disolución de hibridación Perfecthyb (TOYOBO, Japón). Tras la hibridación y el lavado, se
expuso una placa de obtención de imágenes (FUJI FILM, Japón) durante 30 minutos durante la noche, a continuación
se realizó el análisis usando el analizador de imágenes BAS2000 (FUJI FILM, Japón) (Fig. 9A a C). Además, se
midieron las intensidades de las señales de las bandas diana. Después de corregir las intensidades de las señales de
cada gen por la intensidad de señal de GAPDH, se obtuvo la relación de los valores medios del grupo sin carga
tumoral (ratones Nº 1 a 4) al grupo con carga tumoral (ratones Nº 5 a 10). La siguiente Tabla 5 muestra las relaciones.
Como los tumores se desarrollaron en el grupo trasplantado con CHO-OST311H, los niveles de ARNm de NaPi-7,
el transportador de fosfato tipo II en el riñón, disminuyeron significativamente, mientras que NPT-1, el transportador
de fosfato tipo I en el riñón, no cambió en gran medida. Además, se observó una disminución significativa en el
ARNm de NaPi-IIb, el transportador de fosfato en el intestino delgado. En cambio, para las enzimas metabólicas
renales de la vitamina D, ambos ARNm aumentaron, el de 25-hidroxivitamina D-1-α-hidroxilasa (1αOHasa) y el de
25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa).
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TABLA 5

Relación de cada ARNm del grupo con carga tumoral al grupo sin carga tumoral

(8) Medición de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D del suero

Se recogieron los sueros de los ratones del grupo de control y los sueros de los ratones del grupo OST311H en
cantidades equivalentes para cada individuo en los días 44 y 46 tras el trasplante del tumor. Los sueros recogidos de
cada grupo (cantidad total de cada uno 0,5 ml) se enviaron a los laboratorios Kagaku Bio-Chemical Laboratories de
Mitsubishi, Inc, y a continuación se midieron los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D contenidos en los sueros de
manera similar al examen clínico. Como resultado, los niveles séricos de 1,25-dihidroxivitamina del grupo de control
y del grupo OST311 fueron 28,0 pg/ml y 23,9 pg/ml, respectivamente. Como se describió anteriormente, los niveles
de 1,25-dihidroxivitamina D no aumentaron incluso cuando se observó hipofosfatemia e hipocalcemia. Este resultado
sugiere claramente que el metabolismo de la vitamina D se vio afectado como resultado del efecto de OST311.

(9) Radiografía suave de los fémures

Los ratones sin carga tumoral y los ratones trasplantados con células CHO ras clon-1, CHO-OST190H o CHO-
OST311H se sacrificaron los días 44 a 46 después del trasplante, se recogieron los fémures y a continuación se fijaron
los fémures en formalina neutra al 4% durante 3 días. Posteriormente, se eliminó el tejido blando que rodeaba el hueso.
Se seleccionaron dos individuos de cada grupo de manera aleatoria y a continuación se irradiaron con rayos X usando
un sistema de radiografía µFX-100 (FUJI FILM, Japón) bajo las siguientes condiciones: voltaje del tubo de rayos X de
25 kV, corriente del tubo de rayos X de 0,1 mA y tiempo de exposición de 5 segundos, a continuación se expusieron a
una placa de obtención de imágenes. Los resultados se muestran en la Fig. 10. En el grupo CHO-OST311H se observó
disminución de las trabéculas óseas del hueso cortical.

Ejemplo 12

Análisis de homología de las secuencias de nucleótidos y la región genómica de OST311

Usando al menos una parte de la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 2 y de la secuencia
de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1, pueden buscarse moléculas correspondientes a OST311 de diversas
especies. Se realizó la búsqueda en las bases de datos de secuencias del genoma de ratón usando una secuencia de
nucleótidos parcial de ID. SEC. Nº 1, de este modo, se encontró una secuencia que tenía alta homología con OST311
en la secuencia del cromosoma 6 de ratón registrado en Genbank bajo el número del acceso AC0 15538. En ID. SEC.
Nº 10 se muestra una secuencia de aminoácidos de un polipéptido parcial de OST311 de ratón obtenida a partir de
la secuencia, y en ID. SEC. Nº 9 se muestra una secuencia de nucleótidos correspondiente a una secuencia parcial
de ADNc. La figura 6 muestra los resultados de la comparación de la homología de aminoácidos entre el polipéptido
OST311 humano y el polipéptido OST311 de ratón. Como se muestra en el Ejemplo 11, resulta claro que el polipéptido
OST311 que tiene la secuencia de aminoácidos humana tenía evidentes actividades biológicas en los ratones. Estos
resultados sugieren que la actividad puede mantenerse fácilmente, incluso cuando estos aminoácidos se sustituyen,
delecionan o insertan dentro de una región que tiene baja homología en la secuencia de aminoácidos según se muestra
en la Figura 6.

Se comparó la secuencia de nucleótidos mostrada en ID. SEC. Nº 1 y BAC RPCI11-388F6 de 12p13 humano
(Número de referencia AC008012) que se había reconocido usando la base de datos para tener una región que coinci-
diera con una parte de ID. SEC. Nº 1, de modo que se determinó la secuencia de la región que codifica OST311. La
secuencia de nucleótidos vecina al gen OST311 se muestra en ID. SEC. Nº 11. La caja TATAA está presente entre los
nucleótidos Nº 498 a 502 de ID. SEC. Nº 11. La primera secuencia que coincide con la secuencia del ADNc (ID. SEC.
Nº 1) que han determinado los solicitantes, comienza a partir del nucleótido Nº 1713 de ID. SEC. Nº 11 y continúa
hasta el nucleótido Nº 2057. La siguiente sección coincidente con la secuencia de nucleótidos representada por ID.
SEC. Nº 1 se extiende desde el nucleótido Nº 8732 hasta el 8833 de ID. SEC. Nº 11. Se considera que esta sección es
el exón 2. La última sección que coincide con la secuencia de nucleótidos representada por ID. SEC. Nº 1 comienza
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a partir del nucleótido Nº 10644 y finaliza en el nucleótido Nº 12966 de ID. SEC. Nº 11. Puede considerarse que la
secuencia que se extiende desde el nucleótido Nº 498 hasta el 12966 de ID. SEC. Nº 11 es al menos una parte del
gen que codifica OST311. Además, resultó evidente que la secuencia STS registrada en Genbank bajo el número de
referencia G19259 está presente entre el exón 1 y el exón 2. OST311 está presente en la región del locus 12p13. Según
Econs, M.J. y col., J. Clin. Invest. 100: 2653-2657, 1997, se deduce que el gen responsable del raquitismo autosómico
resistente a la vitamina D (ADHR) está presente dentro de una región de 18 cM entre D12S100 y D12S397, los mar-
cadores de microsatélites de 12p13 (en particular, aproximadamente dentro de una región de 10 cM entre D12S314 y
D12S397), de un resultado del análisis de la cadena. Los solicitantes evaluaron las localizaciones físicas del gen de
OST311 y del anterior marcador de microsatélites en el cromosoma 12. Como resultado, D12S100 y D12S314 estaban
en una región de 4602 a 6129 kb, OST311 estaba en una región de 8958 a 9129 kb y D12S397 estaba en una región
de 16280 a 16537 kb. Basándose en estos resultados y en la fuerte actividad de regulación del metabolismo del fosfato
de OST311, se encontró que OST311 es el gen responsable del ADHR.

Ejemplo 13

Experimento a corto plazo de trasplante de células CHO-OST311H en ratones atímicos

Las células CHO-OST311H se trasplantaron por vía subcutánea en el dorso de los ratones atímicos (BALB/c,
machos, de 6 semanas de edad). En los días 2 y 6 después del trasplante, se midieron los niveles de fosfato y de calcio
del suero y se examinó el efecto del OST311 recombinante en el corto plazo. De manera similar se utilizaron células
CHO ras clon-1, como control para este experimento de trasplante.

(1) Trasplante de las células CHO

De una manera similar al procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (1), se trasplantaron 2 x 107 células CHO-
OST311H y 2 x 107 células CHO ras clon-1 por vía subcutánea, cada uno, en ratones atímicos (n = 6 cada grupo).
Además, se trasplantaron cantidades equivalentes de PBS de manera similar por vía subcutánea (n = 6). Se crió cada
grupo de 6 ratones atímicos en una jaula de plástico y con acceso a alimentos sólidos CE-2 (CLEA JAPAN, Japón) y
agua de grifo ad libitum. A los 6 días después del trasplante, no se observó desarrollo significativo de tumores.

(2) Medición de los niveles de fosfato y de calcio del suero en el día 2 después del trasplante de células

Al día siguiente del trasplante celular, se recogió sangre de la cavidad del orbital de los ratones bajo anestesia
usando dietiléter. La sangre periférica se sometió a separación del suero usando Microtainer (Beckton Dickinson,
EEUU). Se midieron los niveles de fosfato sérico usando P-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón) y se
midieron los niveles de calcio sérico usando calcium-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón). Como se
muestra en la Figura 11A, comparado con el grupo al que se le administró PBS y con el grupo trasplantado con células
CHO ras clon-1, se observaron disminuciones significativas en los niveles de fosfato sérico en todos los casos del
grupo trasplantado con células CHO-OST311H. Por el contrario, no se observaron cambios en los niveles de calcio
sérico. Estos resultados mostraron claramente que OST311 sólo provocó disminuciones en los niveles de fosfato sérico
en el día 2 tras la administración.

(3) Medición de los niveles de fosfato y de calcio del suero en el día 6 después del trasplante celular

En el día 6 después del trasplante celular, se recogió sangre de los corazones de los ratones bajo anestesia usando
dietiléter. Como se describió anteriormente, se midieron los niveles de fosfato y de calcio del suero de cada grupo.
Como se muestra en la Figura 11B, similar a los resultados en el día 2 después del trasplante, comparado con el grupo
al que se le administró PBS y con el grupo trasplantado con células CHO clon-1 ras, se observaron disminuciones
significativas en los niveles de fosfato sérico en todos los casos del grupo trasplantado con células CHO-OST311H.
En cambio, se observaron ligeras disminuciones en los niveles de calcio del suero en el grupo trasplantado con células
CHO-OST311H.

Ejemplo 14

Purificación del OST311 recombinante

Se dejaron crecer células CHO-OST311H en medio MEMα que contenía FCS al 10% dentro de un matraz de
cultivo de 225 cm2 (CORNING, EEUU) a 37ºC bajo CO2 al 5% y humedad del 100%. Cuando las células crecieron
hasta cubrir aproximadamente el 80% del área del matraz, se reemplazó el medio con 50 ml de un medio sin suero,
CHO-S-SFM II (LIFE TECHNOLOGY, EEUU) y, 48 horas más tarde, se recogió el medio acondicionado. El OST311
recombinante se purificó por medio del siguiente procedimiento usando en total 1.000 ml del medio acondicionado
obtenido de esta manera.

Se centrifugaron 1000 ml del medio acondicionado a 16.200 g durante 15 minutos a 4ºC durante eliminar las células
suspendidas, a continuación se sometió el sobrenadante a electroforesis en SP-sepharose FF (Amersham Pharmacia,
EEUU) empaquetada en una columna de vidrio (30 milímetros de diámetro interno x 200 milímetros en longitud).
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La fracción que había pasado a través de la columna se adsorbió a Talon Superflow (resina de quelato metálico,
CLONTECH, EEUU). El adsorbido no específico se eliminó usando un tampón de lavado constituido por tampón
fosfato de sodio 50 mM (pH 6,6) y NaCl 0,3 M, y a continuación se realizó la elución usando tampón fosfato de sodio
50 mM (pH 6,7) e imidazol 0,2 M. El panel derecho en la Fig. 12 muestra las fracciones de elución según se detectaron
por transferencia Western usando un anticuerpo anti-His6 (INVITROGEN, EEUU). Estas fracciones contenían un
polipéptido parcial (ID. SEC. Nº 8) constituido por los residuos de los aminoácidos Nº 180, Ser, al Nº 251, Ile, descrito
en el Ejemplo 9. Por otra parte, la proteína anterior contenida en el medio acondicionado adsorbido a SP-sepharose FF
se eluyó en un tampón fosfato de sodio 50 mM (pH 6,7) usando un gradiente de concentración de NaCl de 0 a 0,7 M. El
panel izquierdo en la Fig. 12 muestra las fracciones de elución según se detectaron por transferencia Western usando un
anticuerpo anti-His6 (INVITROGEN, EEUU). Estas fracciones eluidas aproximadamente en NaCl 0,3 M contenían un
polipéptido parcial (ID. SEC. Nº 4) constituido por los residuos de los aminoácidos Nº 25, Tyr, al Nº 251, Ile, descrito
en el Ejemplo 9. Además el panel del centro en la Fig. 12 muestra las fracciones de elución según se detectaron por
transferencia Western usando un anticuerpo policlonal (311-314) preparado usando el péptido parcial OST311 (ID.
SEC. Nº 29) descrito en el Ejemplo 10. Estas fracciones eluidas a una concentración de NaCl de aproximadamente
0,4 M contenían un péptido parcial (ID. SEC. Nº 6) que comprendía los residuos de los aminoácidos Nº 25, Tyr, al
Nº 179, Arg, descrito en el Ejemplo 9. Por consiguiente, las fracciones que contenían tres tipos de péptido parcial de
OST311, específicamente, ID. SEC. Nº 4 (a continuación, en el presente documento, denominado 311: 25-251), ID.
SEC. Nº 6 (a continuación, en el presente documento, denominado 311: 25-179) y ID. SEC. Nº 8 (a continuación,
en el presente documento, denominado 311:180-251) se purificaron y se separaron, y a continuación se concentraron
usando una columna VIVASPIN con un peso molecular de 10.000 (Sartorius, EEUU) para la ultrafiltración, seguido
por el reemplazo con un disolvente constituido por 1 ml de HEPES 5 mM (pH 6,9) y NaCl 0,1 M.

Ejemplo 15

Análisis histológico de sección de hueso no desmineralizado

Cuando se sacrificaron los ratones trasplantados con células CHO-OST311H y los ratones sin carga tumoral prepa-
rados en el Ejemplo 11, se les extirpó los fémures y las tibias derechos, dejando intacta la conexión en la articulación
de la rodilla. Inmediatamente después de cortar los ejes de las tibias y los ejes de los fémures, se almacenaron fémures
y tibias en formalina neutra enfriada con hielo previamente preparada. Por consiguiente, se prepararon los especímenes
no desmineralizados. El procedimiento para preparar los especímenes no mineralizados se describen a continuación.

Los tejidos óseos se sometieron a tinción previa con tinción para huesos Villanueva durante 3 a 7 días. Los tejidos
se deshidrataron a través de una serie de disoluciones de alcohol de grados crecientes, y a continuación el disolvente se
reemplazó con acetona. Después de la acetona, se aplicó el monómero y las muestras de tejido se incluyeron en resina.
Se usó resina de metacrilato de metilo (MMA) para incluir las muestras. Las muestras de tejido se colocaron en una
incubadora a aproximadamente 35ºC durante la completa polimerización. En este momento, los tejidos se mantuvieron
suficientemente incluidos dentro de la resina por medio de la adición apropiada de MMA. La MMA utilizada en el
presente documento para incluir las muestras se preparó añadiendo y disolviendo totalmente 40 g de polímero de
MMA (Wako Pure Chemical Industries, Japón) en 100 ml de monómero de MMA (Wako Pure Chemical Industries,
Japón), y a continuación añadiendo y disolviendo totalmente el peróxido de benzoílo (Nacalai Tesque, Japón) a una
tasa de 1 g por disolución. Se prepararon los especímenes para tibia. Para poder observar el hueso esponjoso de la
tibia, se recortó la sección frontal, y a continuación se prepararon 4 muestras de sección frontal de 4 µm de espesor
usando un micrótomo para tejidos duros (tipo RM2065 super cut, Leica). Se llevó a cabo una tinción posterior con
Villanueva-Goldner. Las secciones así obtenidas se aclararon en xileno, y a continuación se sellaron usando CLEAR
SEAL (MARUTO, Japón) y ONE LIGHT (MARUTO, Japón).

En la Fig. 13 se muestran las imágenes microscópicas de las secciones. Se observó la anchura aumentada de la
placa de crecimiento en los ratones con carga tumoral trasplantados con células CHO-OST311H, comparados con el
grupo de control. Además, se observaron el osteoide aumentado significativamente y el área mineralizada disminuida
en las metáfisis. No hubo evidencia de osteítis fibrosas, y el hueso recogido del ratón con carga tumoral trasplantado
con células CHO-OST311 exhibió características típicas de osteomalacia.

Ejemplo 16

Examen del metabolismo de la vitamina D en un estadio temprano tras el trasplante con células CHO-OST311H

Para examinar el efecto de OST311 en el metabolismo de la vitamina D, se realizó un experimento de trasplante
de células CHO-OST311H en ratones atímicos (de 6 semanas de edad, BALB/c, machos) de manera similar al proce-
dimiento descrito en el Ejemplo 13. Se establecieron dos grupos de control experimentales constituidos por un grupo
que estaba trasplantado de manera similar con células CHO ras clon-1, y un grupo al que se le administró PBS en una
dosis equivalente con disolución de suspensión celular y se utilizaron para la comparación. Cada grupo constituido
por 6 ratones se alojó en una jaula de plástico con acceso libre al agua de grifo y a los alimentos sólidos CE2 que
contenían fosfato inorgánico al 1,03% y calcio al 1,18% (CLEA JAPAN, Japón). Se examinaron las fluctuaciones en
los niveles séricos de 1,25-hidroxivitamina D y los cambios en la expresión de los grupos de enzimas que metabolizan
la vitamina D en los días 1, 2, 3 y 6 tras el trasplante.
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(1) Medición de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D del suero

En los días 1, 2, 3 y 6 tras el trasplante celular, se recogió sangre del corazón de los ratones del grupo al que
se le administró PBS, del grupo trasplantado con células CHO ras clon-1, y el grupo trasplantado con células CHO-
OST311H, respectivamente bajo anestesia con dietiléter, y a continuación se separaron los sueros usando un Microtai-
ner (Beckton Dickinson, EEUU). Se mezclaron juntos volúmenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratón
para tener un volumen total de 0,25 ml por grupo. Los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D contenidos en los mismos
se midieron usando el kit 1,25(OH) 2D RIA, “TFB” (TFB, Japón). Como resultado, según se muestra en la Tabla 6,
ya se observaban disminuciones significativas de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D en el día 1 tras el trasplante
en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que se le administró PBS y con el
grupo trasplantado con células CHO ras clon-1. También se observó este efecto de disminución en los días 2, 3 y 6
tras el trasplante. Estos resultados fueron coherentes con disminuciones en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D en
suero, que son un típico hallazgo clínico para la osteomalacia inducida por tumores.

TABLA 6

Niveles de 1,25-dihidroxivitamina D del suero en ratones trasplantados con células

(2) Análisis de la expresión de los genes de enzimas que metabolizan la vitamina D en el riñón

Para estudiar si el efecto anterior de disminución de la 1,25-dihidroxivitamina D3 se debía a fluctuaciones en el
gen de la 25-hidroxivitamina D-1-α-hidroxilasa (1αOHasa) o en el gen de la 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa
(24OHasa), se seleccionaron en el día 3 después del trasplante, 3 ó 4 ratones de manera aleatoria de cada grupo: del
grupo al que se le administró PBS, del grupo trasplantado con células CHO ras clon-1 y del grupo trasplantado con
células CHO-OST311H. Se extirparon los riñones, los ARN totales se prepararon según los procedimientos descritos
en el Ejemplo 11 (7), y a continuación se llevó a cabo la transferencia Northern usando las sondas descritas en el mis-
mo. La figura 14 muestra los resultados. Se observó que los niveles de expresión del ARNm del gen 1αOHasa estaban
significativamente atenuados en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que
se le administró PBS y con el grupo trasplantado con células CHO ras clon-1. Este resultado sugiere una posibilidad
de que OST311 suprima directa o indirectamente la expresión de este gen, para suprimir la biosíntesis de la 1,25-
dihidroxivitamina D sérica. Por otra parte, los niveles de expresión del ARNm del gen 24OHasa aumentaron significa-
tivamente en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que se le administró PBS y
con el grupo trasplantado con células CHO ras clon-1. Este resultado sugiere una posibilidad de que OST311 aumente
directamente o indirectamente la expresión de este gen, para promover la inactivación de la 1,25-dihidroxivitamina D
sérica.

En el Ejemplo 11 (8), no se observó diferencia significativa en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D sérica en
los días 44 y 46 tras el trasplante, comparado con el grupo de control. Otro resultado fue diferente del resultado en
este ejemplo en que los niveles de expresión del ARNm de la 1αOHasa tendieron a aumentar. Al menos una posible
explicación para la diferencia se debe al efecto de las hormonas paratiroideas del suero, descrito en el Ejemplo 17.

Ejemplo 17

Examen de los niveles de la hormona paratiroidea del suero en un estadio temprano tras el trasplante con células
CHO-OST311H

Se mezclaron entre sí volúmenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratón en los días 1, 2, 3, 6 y 45
tras el trasplante con células CHO descrito en el Ejemplo 11, 13 y 16, para tener un volumen total de 0,15 ml. A
continuación, se midieron los niveles de la hormona paratiroidea del suero usando un kit RAT PTH IRMA (Nihon
Medi-Phisics, Japón) según el manual adjunto del fabricante. Como se muestra en la Tabla 7, se observaron niveles
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significativamente aumentados de hormona paratiroidea sérica en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H,
y la diferencia fue significativa en el día 45 tras el trasplante.

TABLA 7

Niveles de hormona paratiroidea en ratones trasplantados con células

Ejemplo 18

Experimento de administración de células CHO que producen la proteína de longitud total OST311H recombinante a
ratones normales

Para estudiar el efecto de las células CHO que producen la proteína de longitud total OST311H recombinante
en ratones normales (BALB/c, machos, de 6 semanas de edad), se purificó parcialmente un polipéptido que tiene un
marcador de histidina añadido al extremo C terminal del 25º residuo aminoácido, Tyr, al 251º Ile (ID. SEC. Nº 4)
mediante el procedimiento de purificación descrito en el Ejemplo 14 (1). Esta fracción purificada se administró por
vía intraperitoneal a ratones normales a razón de 0,1 ml por administración. Se asumió que esta fracción purificada
contenía aproximadamente 0,15 a 0,75 µg de OST311 recombinante, basándose en la intensidad de fluorescencia
obtenida por medio de transferencia Western. De manera similar al Ejemplo 14, se administró por vía intraperitoneal
0,1 ml de un disolvente (tampón HEPES 5 mM/NaCl 0,1 M, pH = 7,0) al grupo de control. El grupo al que se le
administró OST311 y el grupo de control estaban constituidos respectivamente por cinco ratones. Cada grupo de 5
ratones se alojó en una jaula de plástico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sólido CE2 (CLEA JAPAN,
Japón) que contenía fosfato inorgánico al 1,03% y calcio al 1,18%.

Experimento 1

El esquema del experimento se muestra en la Fig. 15A. Se realizaron otras administraciones a las 5, 10, 23, 28 y 33
horas después de la 1ª administración intraperitoneal. De esa manera, la administración intraperitoneal se llevó a cabo
6 veces en total. Posteriormente, se recogió sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio a las 36, 47 y 71
horas después de la 1ª administración intraperitoneal, y a continuación se separaron los sueros usando un Microtainer
(Beckton Dickinson, EEUU).

Los niveles de fosfato y de calcio en los sueros obtenidos de esta manera se determinaron usando P-test Wako o
calcium-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japón) según el manual adjunto del fabricante. De esta manera,
como se muestra en la Fig. 15B, se observaron efectos de una disminución significativa en los niveles de fosfato
sérico (prueba t **p < 0,001, *p < 0,01) en el grupo al que se le administró OST311 a las 36 horas después de la 1ª
administración. Además, este efecto se mantuvo también a las 11 horas tras este punto temporal (47 horas después
de la 1ª administración). Por otra parte, esta actividad desapareció 71 horas después de la 1ª administración (38 horas
tras la administración final). Además, no se hallaron cambios significativos en los niveles de calcio sérico en ningún
momento (Fig. 15C).

Experimento 2

El esquema del experimento se muestra en la Fig. 16A. Se realizaron otras administraciones a las 5 y 11 horas
después de la 1ª administración intraperitoneal. De esta manera, la administración intraperitoneal se realizó 3 veces en
total. Posteriormente, se recogió sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio a las 13 y 24 horas después de la
1ª administración intraperitoneal, y a continuación se separaron los sueros usando un Microtainer (Beckton Dickinson,
EEUU). Los niveles de fosfato y de calcio en los sueros obtenidos de esta manera se midieron respectivamente usando
la prueba P-test Wako y calcium-test (Wako Pure Chemical Industries, Japón) según el manual adjunto del fabricante.
De esta manera, como se muestra en la Fig. 16B, se observaron efectos de una disminución significativa en los niveles
de fosfato sérico (prueba t **p < 0,05, *p < 0,01) en el grupo al que se le administró OST311 a las 13 horas después
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de la 1ª administración. Además, este efecto se mantuvo también a las 11 horas tras este punto temporal. Además, no
se hallaron cambios significativos en los niveles de calcio sérico en ningún momento (Fig. 16C).

Los resultados de los Experimentos 1 y 2 revelaron que la administración intraperitoneal en ratones normales con
la fracción integral de células CHO que producen proteína OST311H recombinante induce hipofosfatemia, también
se observó el efecto de la disminución en los niveles de fosfato sérico a las 13 horas tras la primera administración, y
la actividad se mantuvo al menos durante 11 horas después de interrumpir la administración.

Ejemplo 19

Introducción de mutación de aminoácidos en OST311

Como se describió en el Ejemplo 9, se mostró que una parte de OST311 recombinante producida por células CHO-
OST311H se escindió durante su proceso de secreción por un polipéptido (ID. SEC. Nº 6) que tiene una secuencia de
residuos de aminoácidos desde la 25ª Tyr hasta la 179º Arg y un polipéptido (ID. SEC. Nº 8) que tiene una secuencia
de residuos de aminoácidos desde la 180ª Ser hasta la 251ª Ile.

Esta escisión puede deberse a una proteasa que reconoce un motivo constituido por la secuencia RXXR o la secuen-
cia RRXXR localizado inmediatamente antes del 180º residuo aminoácido Ser. Cuando el recombinante de longitud
total se administra en un organismo vivo, se considera que el recombinante tiene una posibilidad de experimentar
esta escisión o degradación similar a esta escisión. Por consiguiente, se preparó el gen OST311RQ que codifica una
secuencia que puede sustituir los residuos de los aminoácidos 176º Arg y 179º Arg con Gln para introducir la mutación.

(1) Preparación del plásmido OST311/pCAGGS

La PCR se realizó por medio de LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Japón) usando el plásmido OST311H/
pcDNA3.1 como molde, y 311F1EcoRI (ID. SEC. Nº 22) y 311LNot (ID. SEC. Nº 44) como cebadores. Tras mantener
la temperatura a 94ºC durante 1 minuto, la reacción se realizó durante 25 ciclos, cada ciclo constituido por 94ºC durante
30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Tras la reacción, se generaron extremos romos en
los productos de PCR usando polimerasa de ADN T4 (Roche, Suiza), y a continuación se realizó el tratamiento con
fenol-cloroformo para inactivar la enzima. El ADN se precipitó usando etanol, y a continuación los extremos del ADN
se fosforilaron usando polinucleótido cinasa (Roche, Suiza). Los fragmentos de ADN diana se separaron por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y posteriormente se recogieron usando Gene Clean II (BIO101, EEUU).
El vector del plásmido pCAGGS (Niwa H, y col., Gene. 15 de diciembre de 1991; 108(2): 193-199.) se digirió con
EcoR I, y a continuación se generaron extremos romos usando fragmentos Klenow (Roche, Suiza). Posteriormente, se
realizó la desfoforilación de los extremos de ADN usando fosfatasa alcalina de intestino delgado de ternera (TAKARA
SHUZO, Japón). Los fragmentos de ADN diana se separaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y
a continuación se recogieron usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El ADNc de OST311 obtenido de esa manera
se unió al plásmido predigerido pCAGGS usando un kit de unión de ADN (versión 2) (TAKARA SHUZO, Japón)
según el manual adjunto del fabricante. El producto se introdujo en la cepa DH5α de Escherichia coli para clonación,
de modo que se obtuvo el plásmido relevante. Este plásmido de ADN se usó para preparar el gen OST311RQH.

(2) Preparación del gen OST311RQH

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311ME1 es un cebador directo que es una sección que contiene la metionina de iniciación de OST311,
OST311HNt es un cebador inverso que añade 6 histidinas al extremo 3’ terminal de OST311, OST311RQF y
OST311RQR son un cebador directo y un cebador inverso para introducir mutaciones, sustituyendo respectivamente
las 52ª y 536ª guaninas (correspondientes a las 659ª y 668ª guaninas en ID. SEC. Nº 1) en la región codificadora
del ADNc de OST311 con adeninas, para sustituir las argininas en los aminoácidos Nº 176 y 179 con glutaminas.
Se prepararon 2 tipos de disoluciones de reacción de 20 µl cada una según el manual adjunto del fabricante usando
polimerasa de ADN pfu (Promega, EEUU). Por una parte, se usaron OST311ME1 y OST311RQR como cebadores a
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una concentración final de 0,2 µM, y se usaron 10 ng del vector de expresión de OST311 descrito en el Ejemplo 6 (1)
como molde. Tras mantener la temperatura a 94ºC durante 1 minuto, se realizó la reacción de PCR durante 25 ciclos,
estando cada ciclo constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Por
otra parte, se usaron OST311RQF y OST311HNt como cebadores a una concentración final de 0,2 µM, y se utilizaron
10 ng del plásmido OST311/pCAGGS como molde. Tras mantener la temperatura a 94ºC durante 1 minuto, se realizó
la reacción de PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30
segundos y 72ºC durante 1 minuto. Los dos tipos anteriores de productos de reacción se diluyeron diez veces respec-
tivamente, y a continuación se añadió 1 µl de cada disolución a 50 µl de una disolución de reacción preparada usando
LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Japón) según el manual adjunto del fabricante. Tras mantener la temperatura
a 94ºC durante 1 minuto, se realizó la reacción de PCR usando LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Japón) y
OST311ME1 y OST311HNt como cebadores a una concentración final de 0,2 µM durante 25 ciclos, estando cada ci-
clo constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Tras la reacción de
PCR, se mantuvo la disolución a 72ºC durante 7 minutos. El producto de reacción obtenido de esta manera se sometió
al tratamiento con fenol/cloroformo, a la desproteinización, precipitación con etanol, y a continuación a la digestión
con EcoR I y Not I. Se separó un fragmento de ADN de aproximadamente 800 pb por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 2%, y a continuación se recogió usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADN obte-
nido de esa manera se insertó en el sitio de EcoR I, Not I de un vector, IRES-EGFP-pEAK8 que se había preparado
uniendo un sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) y proteína fluorescente verde potenciada (EGFP) a un plás-
mido pEAK8 (EdgeBioSystems, EEUU), obteniendo de ese modo el plásmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAK8. El
ADN del plásmido se preparó según los procedimientos convencionales, y a continuación la secuencia de nucleótidos
se determinó usando secuenciador de ADN de fluorescencia ABI3700 (PE Applied Systems, EEUU), confirmando
de ese modo que la secuencia codifica un polipéptido en el que las mutaciones pertinentes R176Q y R179Q están
introducidas y la etiqueta de la histidina está añadida al extremo C terminal. El polipéptido codificado por este gen se
denomina a continuación en el presente documento OST311RQH.

(3) Aislamiento de las células CHO que expresan OST311RQH de manera estable

El plásmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAK8 se introdujo en la célula CHO ras clon-1 usando Transfectam
(Promega, EEUU) según el manual adjunto del fabricante. Las células resistentes al fármaco se seleccionaron en
medio MEMα que contenía puromicina 5 µg/ml y FCS al 10%. A continuación, se clasificaron las células con fuerte
intensidad de fluorescencia de GFP (proteína fluorescente verde) usando FACS vantage (Beckton Dickinson, EEUU),
y a continuación se clonaron. Cuando las células clonadas alcanzaron confluencia, el medio se reemplazó con medio
DF sin suero (DMEM/F-12), y posteriormente se recogió el medio acondicionado 2 días después de la sustitución.
Se adsorbieron 50 µl del medio acondicionado al filtro Immobilon P (Millipore, EEUU) usando un sistema de filtro
convertible de 96 pocillos (Lifetechoriental, EEUU). El filtro preparado se lavó con TBS y TTBS, y a continuación se
sometió a bloqueo usando Blockace (Daiichi Pharmaceutcal, Japón) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el
bloqueo, se dejó reaccionar el filtro durante 1 hora con anticuerpo monoclonal anti-His6 marcado con HRP (Invitrogen,
EEUU) diluido 5000 veces con Blockace. Tras la reacción, se lavó el filtro con TTBS y TBS, y a continuación se
realizó la detección de la señal usando ECL (Amersham Pharmacia, EEUU) según el manual adjunto del fabricante.
Basándose en la intensidad de la señal, se seleccionó el clon CHO-OST311RQH de alta expresión.

(4) Preparación del medio acondicionado de las células rápidas OST311RQH pEAK

Se inocularon células rápidas pEAK (EdgeBioSystems, EEUU) en 20 matraces para cultivo tisular (225 cm2,
CORNING, EEUU). Se transfectaron 0,48 mg del plásmido OST311RQH/IRES-GFP/pEAK8 a las células por un
procedimiento con fosfato de calcio según el manual adjunto del fabricante del sistema pEAK (EdgeBioSystems,
EEUU). Las células se dejaron en reposo durante 4 horas. Posteriormente, se reemplazó el medio de cada matraz con
50 ml de medio MEMα sin suero, las células se cultivaron durante 2 días a 37ºC, y a continuación se recogió el medio
acondicionado.

(5) Confirmación de la expresión de OST311RQH recombinante

El medio acondicionado resultante de la expresión transitoria de los 2 tipos de clones celulares CHO-OST311RQH
anteriores y de las células rápidas pEAK, 10 µl de cada uno, se sometió a transferencia Western de la manera como se
describió en el Ejemplo 6 (3), de modo que se examinó la presencia de OST311RQH recombinante en el sobrenadante
del cultivo. Como anticuerpo de detección se usó el anticuerpo anti-His (extremo C terminal) (Invitrogen, EEUU).
Por consiguiente, según se muestra en la Fig. 17, se observó una fuerte señal localizada en la misma posición con la
banda de aproximadamente 32 kDa descrita en el Ejemplo 6 (3) para todos los sobrenadantes de los cultivos. Por otra
parte, para todo el medio acondicionado, no se observó una señal de aproximadamente 10 kDa que estaba presente
en el medio acondicionado de CHO-OST311H por medio de transferencia Western. Puede deducirse a partir de estos
resultados que la introducción de las mutaciones R176Q y R179Q provocó la inhibición o la atenuación de la escisión
del polipéptido que se predecía que iba a tener lugar en estas posiciones, de modo que la relación de la presencia del
polipéptido (ID. SEC. Nº 8) que tienen una secuencia desde los aminoácidos 180º, Ser, hasta 251º, Ile, disminuyó
significativamente.
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Ejemplo 20

Experimento de administración de OST311RQH recombinante a ratones normales

Se obtuvo una fracción purificada que contenía aproximadamente 2,8 µg/ml de proteína OST311RQH recombi-
nante a partir de 500 ml del sobrenadante de cultivo preparado en el Ejemplo 19 (5) según el procedimiento descrito en
el Ejemplo 14 (1). La fracción purificada se administró sucesivamente, 0,1 ml/administración, por vía intraperitoneal
a ratones normales (BALB/c, machos, 6 semanas de edad), y a continuación se midieron los niveles de fosfato, calcio
y 1,25-dihidroxivitamina D del suero. A un grupo de control se le administró de manera similar un vehículo (tampón
HEPES 5 mM/NaCl 0,1 M, pH = 7,0), 0,1 ml a cada uno, por vía intraperitoneal. El grupo al que se le administró
OST311RQH y el grupo de control estaban constituidos por 6 ratones, respectivamente de. Cada grupo de 6 ratones
se alojó en una jaula de plástico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sólido CE2 (CLEA JAPAN, Japón)
que contenía fosfato inorgánico al 1,03% y calcio al 1,18%.

Los protocolos experimentales se muestran en la Fig. 18A. Se realizaron otras administraciones a las 5, 10, 24, 29
y 34 horas tras la 1ª administración. De esta manera, se realizó la administración sucesivamente 6 veces en total. En
el proceso de los procedimientos anteriores, bajo anestesia con dietiléter, se recogió sangre de la cavidad del orbital
usando capilares de vidrio a las 24 horas tras la primera administración (inmediatamente antes de la 4ª administración)
y se recogió sangre del corazón a las 48 horas tras la primera administración.

(1) Medición de los niveles de fosfato y de calcio del suero

Los niveles del fosfato sérico del suero recogidos a las 24 y 48 horas tras de la primera administración se midieron
por el procedimiento descrito en el Ejemplo 14 (3). Como resultado, en todas las tomas de muestra de sangre, el grupo
al que se le administró OST311RQH mostró significativa hipofosfatemia, como se muestra en la Fig. 18B (prueba t
**p < 0,01, *p < 0,05). Por el contrario, no se observó fluctuación significativa en los niveles de calcio sérico (Fig.
18C).

(2) Medición de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D del suero

Se mezclaron juntos volúmenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratón a las 48 horas tras la primera
administración por cada grupo. A continuación, se midieron los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D sérica por el
procedimiento descrito en el Ejemplo 16 (1). Como resultado, mientras que el grupo de control mostró 244,7 pmol/l,
el grupo al que se le administró OST311RQH mostró una disminución significativa, 24,6 pmol/l.

Ejemplo 21

Experimento de trasplante de células CHO-OST311RQH

Se llevó a cabo un experimento, en el que se trasplantaron células CHO-OST311RQH que expresan de manera
estable OST311RQH como se estableció en el Ejemplo 19 (3) en ratones atímicos (7 semanas de edad, BALB/c-
nude, machos, n=8) de manera similar al procedimiento descrito en el Ejemplo 13. Las células CHO ras clon-1 se
trasplantaron de manera similar como un grupo de control (n=6). Cada grupo de ratones atímicos se alojó en una jaula
de plástico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sólido CE2 (CLEA JAPAN, Japón) que contenía fosfato
inorgánico al 1,03% y calcio al 1,18%.

El día 2 tras el trasplante celular, se recogió sangre de la cavidad del orbital usando capilares de vidrio, y a
continuación se midieron los niveles de calcio y fosfato del suero por un procedimiento similar al procedimiento
descrito en el Ejemplo 14 (3). Como se muestra en la Fig. 19A, se observó una disminución significativa en los niveles
de fosfato sérico en el grupo trasplantado con células CHO-OST311RQH (prueba-t *p < 0,001), mientras que no se
observaron cambios significativos en los niveles de calcio sérico (Fig. 19B)

Ejemplo 22

Preparación del anticuerpo policlonal anti-péptido parcial de OST311 (2)

Se prepararon 4 tipos de péptidos parciales de OST311 (ID. SEC. Nº 49 a 52) de la manera descrita en el Ejemplo
10. Se inmunizaron conejos con estos péptidos como antígenos, y a continuación se realizó la transferencia Western se-
gún el procedimiento descrito en el Ejemplo 6 (3) usando los antisueros resultantes, de modo que se detectó OST311H
recombinante en el medio acondicionado sin suero de las células CHO-OST311H. La reacción del anticuerpo se rea-
lizó en una disolución, que se había preparado diluyendo los antisueros para cada péptido 250 veces con TTBS, a 4ºC
con agitación durante la noche. Tras lavar, se añadió el anticuerpo anti-conejo de cabra marcado con fosfatasa alcalina
(DAKO, Dinamarca) a la disolución para unirse, y a continuación se detectó OST311 recombinante usando un kit de
coloración de fosfatasa alcalina (BIO-RAD, EEUU) (Fig. 20).
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Péptidos parciales

Ejemplo 23

Construcción del sistema ELISA para detectar la proteína OST311

(1) Purificación del anticuerpo del antisuero de conejo anti péptido parcial de OST311

Se rellenó la columna desechable de cromatografía Econo-Pac (BIO-RAD, EEUU) con 3 ml de suspensión de
proteína A sepharose 4FF (Amersham Pharmacia, EEUU), y a continuación se lavó con 10 ml de tampón clorhidrato
de glicina 0,1 M (pH 3,3) y 20 ml de PBS. Se añadieron 2 tipos de antisuero de conejo descritos en el Ejemplo 10 y 4
tipos del mismo descrito en el Ejemplo 22, de 800 a 900 µl de cada uno, de manera que las fracciones del anticuerpo
se adsorbieron a la resina. La columna se lavó con 9 ml de PBS para eliminar contaminantes, y a continuación se
añadió 1 ml de tampón clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,3), obteniendo de ese modo fracciones de elución de IgG.
Tras la elución, se añadieron 10 µl de un tampón de neutralización (Tris 1 M) a cada fracción siempre que fuera nece-
sario neutralizar las disoluciones. Se midió la absorbancia a 280 nm para determinar la concentración del anticuerpo
contenido en la fracción de elución (coeficiente de absorbancia calculado como: 1,34 (mg/ml)−1 · (cm)−1). A conti-
nuación, algunas fracciones se aplicaron juntas a una columna NAP25 y el disolvente se reemplazó con disolución de
hidrógenocarbonato de sodio. Como resultado, se obtuvieron 5 a 15 mg de anticuerpos (estos anticuerpos policlonales
se denominan a continuación en el presente documento anticuerpo 311-48, anticuerpo 311-114, anticuerpo 311-148,
anticuerpo 311-170, anticuerpo 311-180 y anticuerpo 311-210) de cada antisuero de péptido.

(2) Biotinilación de IgG anti OST311

Se diluyeron los 6 tipos anteriores de anticuerpos policlonales anti péptido OST311 hasta 1 mg/ml en disolución
de hidrógeno carbonato de sodio 50 mM. A continuación, se mezcló bien 1 mg de cada tipo de anticuerpo con diso-
lución Biotin-ACS-Osu (1,82 µg/ml) (Japón, Dojindo) disuelta en 10 µl de dimetilformamida por inversión durante
2 horas a 4ºC. Posteriormente, la disolución mezclada se sometió a columna NAP10 para eliminar Biotin-AC5-Osu
sin reaccionar y el disolvente se reemplazó con PBS, obteniendo de ese modo 6 tipos de anticuerpos policlonales anti
péptido OST311 biotinilados.

(3) Detección de OST311 en el medio acondicionado de las células que expresan OST311 por el procedimiento
ELISA sándwich usando anticuerpo policlonal anti péptido OST de conejo

Se construyó un sistema ELISA sándwich combinando los 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311
para la inmovilización y los 6 tipos anteriores de anticuerpos biotinilados para la detección. De esta manera, se examinó
la detección de la proteína OST311 en el medio acondicionado de las células que expresan OST311.

Los 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311 para la inmovilización obtenidos por purificación
de Proteína A se diluyeron hasta 10 µg/ml en disolución de hidrógeno carbonato de sodio 50 mM. Se añadieron 50
µl de cada disolución diluida a cada pocillo de una placa de ELISA de 96 pocillos Maxisorp (Nunc, EEUU), y a
continuación se dejó en reposo durante 1 hora a 37ºC, inmovilizando de ese modo la IgG. Posteriormente, se retiró
la disolución de reacción, y a continuación se añadieron 50 µl de tampón de bloqueo Superblock en TBS (PIERCE,
EEUU) por pocillo para llevar a cabo el bloqueo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras retirar la disolución,
se añadió el sobrenadante de cultivo rápido OST311RQH Peak descrito en el Ejemplo 19 (5) o medio MEMα como
un control, 50 µl por pocillo, y a continuación se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora para la unión
con los anticuerpos inmovilizados. Tras la reacción del anticuerpo, se lavó tres veces la disolución con TTBS, se
añadieron por pocillo 50 µl de cada uno de los 6 tipos anteriores de anticuerpos anti OST311 biotinilados (311-48,
311-114, 311-148, 311-170, 311-180 y 311-210) diluidos hasta 10 µg/ml con TTBS que contenía Blockace al 10%
(Dainippon Pharmaceutical, Japón), y a continuación se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos,
llevándose a cabo de ese modo la reacción del anticuerpo secundario. Cada pocillo se lavó tres veces con TTBS, y a
continuación se añadieron por pocillo 50 µl de estreptavidina marcada con HRP (DAKO, Dinamarca) diluida 10.000
veces con TTBS que contenía Blockace al 10% y posteriormente se dejó en reposo a temperatura ambiente durante
30 minutos para la unión con los anticuerpos biotinilados. A continuación cada pocillo se lavó tres veces con TTBS, y
posteriormente se añadieron por pocillo 50 µl de tetrametilbencidina, el sustrato cromogénico de peroxidasa (DAKO,
Dinamarca), y a continuación se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos para desarrollar el color.
Posteriormente, se añadieron por pocillo 50 µl de disolución de ácido sulfúrico 0,5 M para detener la reacción. La
medición se realizó usando un sistema de medición de absorbancia MTP300 (CORONA ELECTRIC, Japón) para
una placa de 96 pocillos, y la absorbancia a 450 nm se dividió por la absorbancia a 570 nm. Cuando solamente se
añadió MEMα como control, cada uno de valores obtenidos por 450 nm/570 nm fue 0,02 o menos en todos los casos.
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En cambio, como se muestra en la Fig. 21A, con una combinación de anticuerpo 311-48 inmovilizado y detección
con el anticuerpo 311-180, o una combinación de anticuerpo inmovilizado 311-180 y detección con anticuerpo 311-
148, OST311RQH en el medio acondicionado podía detectarse significativamente más que el control. Por otra parte,
con una combinación de anticuerpo 311-48 inmovilizado y detección con el anticuerpo 311-148, se deduce que no
sólo puede detectarse el polipéptido de longitud total, sino también el fragmento del polipéptido parcial N terminal,
porque los sitios antigénicos de ambos anticuerpos estaban contenidos en el péptido parcial N terminal (ID. SEC.
Nº 6) después de la escisión de la proteína OST311 descrita en el Ejemplo 9. Por el contrario, con una combinación
de anticuerpo 311-210 inmovilizado y detección con anticuerpo 311-180, se deduce que no solo puede detectarse el
péptido de longitud total, sino también el péptido parcial C terminal (ID. SEC. Nº 8) después de la escisión descrita
en el Ejemplo 9. Por consiguiente, el uso múltiple de estas combinaciones hace posible medir la cantidad absoluta y la
relación de la presencia del polipéptido de longitud total OST311 y de los polipéptidos parciales en las muestras, tales
como muestras biológicas.

(4) Determinación cuantitativa de la concentración de proteína OST311 recombinante mediante el procedimiento
de ELISA sándwich usando anticuerpo policlonal de conejo anti péptido OST311

En el sistema ELISA anterior, se examinó la detección de OST311H recombinante purificada constituida por una
dilución en serie de 1, 0,67, 0,33, 0,1, 0,067, 0,033 y 0,01 µg/ml con una combinación del anticuerpo 311-48 o del
anticuerpo 311-180 como anticuerpo inmovilizado y anticuerpo 311-148 como anticuerpo para la detección. Como se
muestra en la Fig. 21B, podía obtenerse de esta manera linealidad fina dentro de un intervalo de 0,1 a 1 µg/ml (311-
48: R2 = 0,990, 311-180: R2 = 0,996). Este resultado reveló que puede detectarse OST311H recombinante al menos
dentro de este intervalo de concentración.

Ejemplo 24

Examen del efecto de la administración única de proteína OST311 recombinante

Para examinar el efecto a corto plazo de las células CHO productoras de proteína OST311H de longitud total
recombinante en ratones normales (BALB/c, machos, de 6 semanas de edad), se administró una vez la proteína de
longitud total OST311H recombinante purificada, 5,0 µg/0,1 ml por ratón a través de la vena caudal. Se administró
a un grupo de control, 0,1 ml de un vehículo (PBS) por ratón a través de la vena caudal. A la hora, 3 y 8 horas tras
la administración, se realizó la extracción de sangre del corazón y la disección, se midieron los niveles de fosfato, de
calcio y de vitamina D del suero, y a continuación se analizó la cantidad de expresión del cotransportador de sodio y
fosfato en el túbulo proximal renal. El grupo al que se le administró OST311 y el grupo de control estaban constituidos
por 6 ratones respectivamente. Se alojaron 6 ratones por grupo con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sólido
CE2 (CLEA JAPAN, Japón) que contenía fosfato inorgánico al 1,03% y calcio al 1,18%.

(1) Cambios con el transcurso del tiempo en los niveles de fosfato del suero

Como se muestra en la Tabla 8, aunque no se observaron cambios significativos en los niveles de fosfato sérico a
la hora y a las 3 horas tras la administración única con proteína OST311, se observó una disminución significativa a
las 8 horas tras la administración. Este resultado aclaró que el efecto de OST311 requiere de 3 a 8 horas para bajar los
niveles de fosfato sérico. Por otra parte, no se observaron cambios en los niveles de calcio en ningún momento.

TABLA 8

Niveles de fosfato del suero

(2) Expresión del cotransportador de sodio y fosfato en el túbulo proximal renal

Según el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (6), los riñones recogidos a la hora, 3 y 8 horas tras la admi-
nistración se mezclaron juntos por grupos, y a continuación se prepararon las membranas de ribete en cepillo (BBM)
del túbulo proximal. La relación de la presencia de proteína cotransportadora de sodio y fosfato (NaPi7) en las BBM
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obtenidas se analizó por el procedimiento de transferencia Western. Como se muestra en la Fig. 22A, mientras que
las cantidades de expresión de NaPi7 a la hora y 3 horas tras la administración fueron equivalentes a las del grupo al
que se le administró vehículo, se mostró que NaPi7 en el grupo al que se le administró OST311 a las 8 horas tras la
administración estaba significativamente disminuida en comparación con el grupo al que se le administró vehículo.
Mientras tanto, para examinar si la proteína NaPi7 disminuida estaba asociada con la regulación de la transcripción
del ARN, según el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (7), se preparó el ARN total de los riñones extirpados
de cada ratón y se realizó una transferencia Northern usando la sonda descrita en el mismo. De esta manera, como se
muestra en la Fig. 22B, mientras que los niveles de ARNm de NaPi7 a la hora y 3 horas tras la administración fueron
equivalentes a los del grupo al que se le administró vehículo, se mostró que NaPi7 en el grupo al que se le administró
OST311 a las 8 horas tras la administración, estaba significativamente disminuido en comparación con el grupo al
que se le administró vehículo. Los resultados anteriores mostraron claramente que las disminuciones en los niveles
de fosfato sérico debidos al efecto directo o indirecto de la proteína recombinante OST311 correlacionaban con la
regulación negativa del cotransportador de sodio y fosfato en el túbulo renal en sus momentos de fluctuación, y que
la supresión de NaPi-7 a nivel de transcripción del ARNm se presenta al menos como un factor que contribuye a la
regulación negativa a nivel de la proteína.

(3) Cambios con el transcurso del tiempo en los niveles de 1,25-dihidroxi vitamina D3 del suero

Se midieron los niveles séricos de 1,25-dihidroxivitamina D3 a la hora, 3 y 8 horas tras la administración por
el procedimiento descrito en el Ejemplo 16 (1). Como se muestra en la Fig. 23, en el grupo al que se le administró
OST311, ya se había observado una disminución significativa en el nivel sérico de 1,25-dihidroxivitamina D3 a las 3
horas tras la administración, y se observó otra disminución en el mismo a las 8 horas tras la administración.

(4) Cambios en la expresión de los genes de enzimas que metabolizan la vitamina D

Para dilucidar si los niveles séricos disminuidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 se debían a fluctuaciones en el
gen de la 25-hidroxivitamina D-1-α-hidroxilasa (1αOHasa) o de la 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa)
expresados en el riñón, se prepararon los ARN totales de los riñones a la 1, 3 y 8 horas tras la administración según
el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (7), y a continuación se realizó una transferencia Northern usando la
sonda descrita en el mismo. Como se muestra en la Fig. 24, ya 1 hora tras la administración, se observaron niveles
disminuidos de ARNm del gen de la 1αOHasa y niveles aumentados de ARNm del gen de la 24OHasa. Se mostró que
esta tendencia es más significativa a las 8 horas tras la administración. En la Fig. 24, “vehículo” indica un disolvente
de la proteína OST311 recombinante que comprende tampón fosfato 20 mM (pH 6,7) y el NaCl 0,3 M.

Estos resultados mostraron claramente que OST311 baja los niveles séricos de la 1,25-dihidroxivitamina D3 regu-
lando la expresión del gen de la 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilasa (1αOHasa) o de la 25-hidroxivitamina D-24-
hidroxilasa (24OHasa) expresados en el riñón.

Ejemplo 25

Examen de la actividad de OST311 con deleción del extremo C terminal

(1) Construcción del sistema de expresión para OST311 que carece de la porción C terminal

Se sintetizaron los siguientes cebadores

OST311R693, OST311R633, OST311R618 y OST311R603 son cebadores inversos para delecionar 20, 40, 45 y 50
residuos de aminoácidos de extremo 3’ de OST311, respectivamente y para introducir un codón de terminación y una
secuencia de reconocimiento de Not I. Cada uno de estos cebadores inversos y un cebador directo OST311ME1 (ID.
SEC. Nº 45) conteniendo la metionina de iniciación de OST311 y la secuencia de reconocimiento de EcoR I descrita
en el Ejemplo 19 se combinaron para tener una concentración final de 0,2 µM. Usando estos cebadores, polimerasa
de ADN Pyrobest (TAKARA SHUZO, Japón) y 100 ng del ADN de plásmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAK8
descrito en el Ejemplo 19 (2) como molde, se llevó a cabo la reacción de PCR durante 25 ciclos tras mantener la
temperatura a 94ºC durante 1 minuto. Cada ciclo de la reacción estaba constituido por 94ºC durante 30 segundos,
55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. El producto de reacción obtenido se sometió a tratamiento con
fenol/cloroformo, desproteinización y a continuación precipitación con etanol. El producto de reacción se digirió a
continuación con EcoR I y Not I, y posteriormente se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 2%, de modo
que cada fragmento de ADN se separó y se recogió usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADN

47



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

obtenido se unió al vector pEAK8 (EdgeBioSystems, EEUU) que se había digerido con EcoR I y Not I, obteniendo
de ese modo los plásmidos pPKOST311 -∆ C20, -∆ C40, -∆ C45, -∆ C50. Los ADN plasmídicos se prepararon por
medio de procedimientos convencionales, y a continuación se determinaron las secuencias de nucleótidos usando
secuenciador de ADN por fluorescencia ABI3700 (PE Applied Biosystems, EEUU), confirmando de ese modo que
los pares de bases se habían delecionado como se deseaba de cada uno de los extremos 3’ terminales del gen de
OST311RQH.

(2) Aislamiento de células CHO que expresan de manera estable el recombinante

Se introdujeron respectivamente los ADN plasmídicos pPKOST311 -∆ C20, -∆ C40, -∆ C45, -∆ C50 en células
CHO ras clon-1 usando Transfectam (Promega, EEUU) según el manual adjunto del fabricante. Se obtuvieron las cé-
lulas CHO-OST311RQ -∆ C20, -∆ C40, -∆ C45 y -∆ C50 que mostraron resistencia al fármaco en medio MEMα que
contenía puromicina 5 µg/ml y FCS al 10%. Estas células se inocularon respectivamente en placas de 24 pocillos, y a
continuación se cultivaron en medio MEMα que contenía puromicina 5 µg/ml y FCS al 10% hasta alcanzar confluen-
cia. Posteriormente, el medio se reemplazó con un medio DF (DMEM/F-12) sin suero. 3 días más tarde, se recogió el
medio acondicionado. El medio acondicionado obtenido se sometió al procedimiento de transferencia Western usando
el anticuerpo policlonal 311-148 ó 311-180 específico de OST311 descrito en el Ejemplo 22, confirmando de ese
modo la expresión de cada proteína relevante en una posición correspondiente a cada peso molecular predicho.

(3) Experimento de trasplante de células CHO que expresan OST311 con deleción del extremo C terminal

Las células CHO que expresan los anteriores polipéptidos OST311 con deleción de 20, 40, 45 y 50 residuos se
trasplantaron por separado por vía subcutánea en ratones atímicos (de 6 semanas de edad, BALB/c-nude, machos,
6 ratones por grupo) de manera similar al procedimiento descrito en el Ejemplo 13. Como grupos de control, se
trasplantaron las células CHO que expresan OST311RQH de longitud total y las células CHO ras clon-1 por separado
por vía subcutánea (n=6). Cada grupo de ratones se alojó en una jaula de plástico con acceso ad libitum al agua de
grifo y alimento sólido CE2 (CLEA JAPAN, Japón).

El día 3 tras el trasplante celular, se extrajo sangre del corazón, y a continuación se midieron los niveles de fosfato
y calcio sérico, y los niveles séricos de 1,25-dihidroxivitamina D3 por un procedimiento similar al descrito en el
Ejemplo 20. Como se muestra en la Fig. 25, en todos los grupos trasplantados con células CHO-OST311RQ -∆ C20,
-∆ C40, -∆ C45 y -∆ C50, se observaron disminuciones significativas en los niveles de fosfato sérico, equivalentes
a las del grupo trasplantado con las células que expresan OST311RQH de longitud total (prueba t, ** p < 0,001).
Además, también se observaron disminuciones significativas en los niveles séricos de 1,25-dihidroxivitamina D3 en
los grupos trasplantados con células CHO-OST311RQ -∆ C20, -∆ C40, -∆ C45 y -∆ C50 (cuando se definió como
100% un nivel sérico promedio del grupo trasplantado con células CHO ras clon-1, longitud total: 3,1%, ∆ C40: 9,4%,
∆ C45: 10,0% y ∆ C50: 68,1%). Estos resultados mostraron claramente que incluso cuando se delecionaron al menos
50 aminoácidos del extremo C terminal de la proteína OST311, se mantuvo la actividad de disminución del fosfato
sérico o la actividad de disminución del nivel de 1,25-dihidroxivitamina D3 sérica.

Ejemplo 26

Examen de la actividad de OST311 con deleción del extremo N terminal

(1) Construcción del sistema de expresión para OST311 que carece de 9 residuos de aminoácidos del extremo N
terminal

Se sintetizaron los siguientes oligo ADN.

OST311SGFW:

OST311SGRV:

OST311SGFW es un oligo ADN que está constituido por una secuencia genética que codifica una porción del
péptido señal constituida por los residuos de aminoácidos desde la metionina de iniciación de OST311 hasta la 24ª
Ala de ID. SEC. Nº 2, y contiene una secuencia de reconocimiento de EcoR I en su extremo 5’ terminal. OST311SGRV
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es una hebra complementaria de OST311SGFW, y contiene una secuencia de reconocimiento EcoR I en su extremo
5’ terminal. Además, se ha introducido el sitio de reconocimiento de una enzima de restricción Sph I en el lado 3’
de OST311SGFW y el lado 5’ de OST311SGRV. La 23ª Arg dentro de la secuencia del péptido señal se sustituyó
con His mediante la introducción del sitio de reconocimiento Sph I. Los anteriores oligo ADN se hibridaron según
procedimientos convencionales, obteniendo de ese modo fragmentos de ADN de doble hebra que contenían secuencias
de reconocimiento EcoR I en ambos extremos y la secuencia de reconocimiento Sph I en una posición correspondiente
al 23º residuo aminoácido en el péptido señal, y que codifica el péptido señal de longitud total que comienza a partir
de la metionina de iniciación de OST311 y que contiene un residuo modificado. Los fragmentos de ADN obtenidos se
insertaron en los vectores pEAK8 digeridos con EcoR I (EdgeBioSystems, EEUU). A continuación se seleccionaron
los ADN plasmídicos en los que estaban presentes ambos promotores EF1 y los fragmentos de ADN anteriores dentro
del vector en dirección directa, obteniendo de ese modo el plásmido pPKFGSG.

A continuación, se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311dN9 es un cebador directo diseñado para contener un sitio de reconocimiento de Sph I en su 5’ extremo,
y el 24º residuo Ala de ID. SEC. Nº 2 seguido por una secuencia de aminoácido que comienza desde el 34º residuo
Ser del mismo. Usando una combinación de este cebador y un cebador inverso OST311HNt (Ejemplo 19, ID. SEC.
Nº 46) que se había diseñado para tener una secuencia de reconocimiento Not I y 6 residuos de histidina añadidos a
la porción del extremo C terminal seguido por un codón de terminación, y el ADN del plásmido OST311RQH/TRES-
EGFP/pEAK8 descrito en el Ejemplo 19 (2) como molde, se realizó la amplificación por PCR de la manera descrita
en el Ejemplo 25 (1). El producto de PCR obtenido se digirió con Sph I y Not I, y a continuación se insertó en el vector
plasmídico pPKFGSG digerido con Sph I y Not I descrito anteriormente según procedimientos convencionales.

Se determinó la secuencia de nucleótidos del plásmido obtenido OST311 ∆N9-pPKFGSG usando el secuenciador
de ADN por fluorescencia ABI3700 (PE Applied Biosystems, EEUU), de manera que se confirmó que la secuencia de
genes insertada contenía un péptido señal desde la metionina de iniciación hasta la 24ª Ala del gen de OST311RQH
(en el que la 23ª Arg se había sustituido con His), contenía la deleción de sólo una secuencia genética correspondiente
a 9 residuos aminoácidos desde la siguiente 25ª Tyr hasta la 33ª Gly, y codificaba la secuencia completa desde la 34ª
Ser al codón de terminación que contenía el marcador de histidina.

(2) Aislamiento de las células CHO que expresan de manera estable OST311 recombinante

Se introdujo el ADN plasmídico ∆N9-pPKFGSG en células CHO ras clon-1 usando Transfectam (Promega,
EEUU) según el manual adjunto del fabricante, y a continuación se obtuvieron las células CHO-OST311RQ-∆N9
que mostraban resistencia al fármaco en medio MEMα que contenía puromicina 5 µg/ml y FCS al 10%. Se recogió
el medio acondicionado de las células obtenidas de la manera descrita en el Ejemplo 25. A continuación se realizó la
transferencia Western usando el anticuerpo policlonal 311-148 específico de OST311 descrito en el Ejemplo 22, o un
anticuerpo policlonal 311-237 obtenido nuevo inmunizando un conejo con un polipéptido parcial desde la 237º Gly
hasta la 251º Ile de ID. SEC. Nº 2. De ese modo, se confirmó la expresión de una proteína relevante en la posición
correspondiente al peso molecular predicho. Estos resultados revelaron que el péptido señal de OST311, en el que
se había sustituido la 23º Arg de ID. SEC. Nº 2 con His, funcionaba de manera suficiente para secretar la proteína
OST311 recombinante, y que incluso cuando se había delecionado al menos una porción desde la 25º Tyr hasta la 33º
Gly, la proteína recombinante podía estar presente de manera estable hasta cierto punto en el medio de cultivo tras la
secreción.

(3) Experimento de trasplante de células CHO que expresan OST311 con deleción de 9 aminoácidos en el extremo
N terminal

Las células anteriores CHO-OST311RQ-∆N9 se trasplantaron por vía subcutánea a ratones atímicos (de 8 sema-
nas de edad, BALB/c-nude, machos, 6 ratones por grupo) de manera similar a los procedimientos descritos en el
Ejemplo 13. Como grupos de control, se trasplantaron por vía subcutánea de modo similar células CHO que expresan
OST311RQH de longitud total y células CHO ras clon-1 respectivamente (n=6). Cada grupo de ratones atímicos se
alojó en una jaula de plástico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sólido CE2 (CLEA JAPAN, Japón).

El día 4 tras el trasplante celular, se recogió sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio, y a continuación
se midieron los niveles de fosfato sérico en la forma descrita en el Ejemplo 20. De esta manera, en el grupo trasplantado
con células CHO-OST311RQ-∆N9, se observó una disminución significativa en los niveles de fosfato sérico, que fue
equivalente al del grupo trasplantado con células que expresan el recombinante de longitud total (grupo de células
CHO ras clon-1: 6,85 ± 0,12 mg/dl, grupo CHO-OST311RQ: 3,91 ± 0,23 mg/dl (p < 0,001, para el grupo de células
CHO ras clon-1), grupo CHO-OST311RQ-∆N9: 4,33 ± 0,15 mg/dl (p < 0,001, para el grupo de células CHO ras clon-
1).

Estos resultados revelaron que aún cuando se delecionaron al menos 9 residuos de aminoácidos constituidos por la
25ª Tyr a 33ª Gly de ID. SEC. Nº 2, la actividad biológica de OST311 permaneció intacta.
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Ejemplo 27

Examen de Escherichia coli que produce OST311 recombinante

(1) Construcción del vector de expresión de OST311 en Escherichia coli OST311/pET3a

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

Se realizó la PCR usando como molde el plásmido OST311/pCAGGS preparado en el Ejemplo 19, OST311N
(ID. SEC. Nº 60) y OST311Bm (ID. SEC. Nº 61) como cebadores, y polimerasa de ADN pfu (Promega, EEUU).
Tras mantener la temperatura a 94ºC durante 1 minuto, la reacción se realizó durante 35 ciclos, estando cada ciclo
constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Tras la reacción, se
realizó el tratamiento de fenol/cloroformo, para inactivar la enzima, y a continuación se recogió el ADN mediante
precipitación con etanol. El ADN se digirió con BamH I, los fragmentos de ADNc de OST311 diana se separaron
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%, y a continuación se recogieron usando Gene Clean II (BIO101,
EEUU). Mientras tanto, el vector plasmídico pET3a (Novagen, EEUU) se digirió con Nde I, y a continuación se
generaron extremos romos usando fragmentos Klenow (Roche, Suiza). El vector se digirió además con BamH I, el
fragmento de ADN plasmídico se separó por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y a continuación se
recogió usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADNc de OST311 obtenido de esta manera se unió
al plásmido pET3a digerido usando un kit de unión de ADN versión 2 (TAKARA SHUZO, Japón). Posteriormente,
el producto se introdujo en DH5α de Escherichia coli para clonación, y a continuación se extrajo un plásmido. La
secuencia de nucleótidos del plásmido se confirmó para cerciorarse de que el ADNc de OST311 se había insertado en
pET3a según lo esperado. El plásmido se denominó OST311/pET3a.

(2) Construcción del vector OST311/pET28 para la expresión de OST311 en Escherichia coli

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

Se realizó la PCR usando como molde el plásmido OST311/pET3a, OST311Nd (ID. SEC. Nº 62) y OST311Not
(ID. SEC. Nº 63) como cebadores, y LA Taq (TAKARA SHUZO, Japón). Tras mantener la temperatura a 94ºC durante
1 minuto, la reacción se realizó durante 35 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94ºC durante 30 segundos, 55ºC
durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Tras la reacción, se llevó a cabo el tratamiento con fenol/cloroformo
para inactivar la enzima. El fragmento de ADN amplificado se recogió por medio de precipitación con etanol. El
fragmento de ADN se digirió con Nde I y Not I, el fragmento de ADN de OST311 diana se separó por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2%, y a continuación se recogió usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). Mientras
tanto, el vector plasmídico pET28 (Novagen, EEUU) se digirió con Nde I y Not I, y a continuación se desfosforiló
usando fosfatasa alcalina de intestino de ternera (TAKARA SHUZO, Japón). El producto se separó a continuación
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y posteriormente se recogió el plásmido digerido procedente
usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El ADNc de OST311 obtenido de esta manera se unió al plásmido pET28
digerido usando un kit de unión de ADN versión 2 (TAKARA SHUZO, Japón), y a continuación el producto unido
se introdujo en DH5α de Escherichia coli para clonación, extrayendo de este modo un plásmido. La secuencia de
nucleótidos del plásmido se confirmó para cerciorarse de que el ADNc de OST311 que permitía la expresión de
OST311 recombinante que tenía una secuencia His-Tag añadida al lado N terminal se había insertado en pET28. Este
plásmido se denominó OST311/pET28. La secuencia de aminoácidos y la secuencia de nucleótidos del His-OST311
recombinante codificadas por este vector se muestran en la Fig. 26.

(3) Expresión de His-OST311 recombinante en Escherichia coli y preparación del mismo

Se introdujo el plásmido OST311/pET28 en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli Codon Plus RP (STRATA-
GENE, EEUU) para la transformación, y a continuación se obtuvieron los clones. Los clones obtenidos de Escherichia
coli se inocularon en 100 ml de medio LB que contenía 10 mg de kanamicina (SIGMA, EEUU) y se cultivaron a 37ºC
durante la noche. La suspensión de células bacterianas se inoculó en 1 l del medio LB hasta A600 = 0,1, y a continua-
ción se cultivó con agitación usando un matraz Sakaguchi de 3 litros a 37ºC. Se midió la absorbancia de la suspensión
del cultivo con el tiempo. Cuando alcanzó A600 = 0,6 a 1,0, se añadió isopropil-1-tio-β-galactósido (IPTG) (Wako
Pure Chemical Industries, Japón) en una concentración de 1 mM. 4 horas de más tarde, se recogieron las células por
centrifugación (7700g x 15 minutos). Las células recogidas se suspendieron en 20 ml de tampón Tris clorhidrato 0,1
M (pH 7,5) que contenía DTT 1 mM, y a continuación se lisaron usando French Press. La disolución que contenía
las células lisadas se centrifugó (7700g x 15 minutos), y a continuación la fracción del precipitado se suspendió en
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15 ml de tampón Tris clorhidrato 0,1 M (pH 7,5). Se añadió DNasa I (Roche, Suiza) a la suspensión a 0,1 mg/ml, y a
continuación se agitó a 4ºC durante 1 hora. A continuación, se llevó a cabo la centrifugación (23.400g x 15 minutos),
y posteriormente la fracción del precipitado se recogió como cuerpo de inclusión. El cuerpo de inclusión obtenido se
lavó suspendiendo en 10 ml de tampón Tris clorhidrato 20 mM (pH 8) que contenía urea 0,75 M y Tritón-X al 1%,
y a continuación se centrifugó (23.400g x 15 minutos) para recoger el precipitado. Este procedimiento de lavado se
repitió dos veces.

El cuerpo de inclusión lavado se suspendió en 5 ml de una disolución desnaturalizante (tampón fosfato 50 mM (pH
8) que contenía DTT 1 mM y clorhidrato de guanidina de 6 M), y a continuación se disolvió mediante agitación de
la suspensión a 37ºC durante 1 hora. El material insoluble se eliminó como precipitado por medio de centrifugación
(23.400g x 15 minutos), y a continuación se equilibró la disolución con tampón fosfato 50 mM que contenía clorhidrato
de guanidina 6 M (pH 6). La muestra disuelta se aplicó a una columna rellena con Ni-NTA Agarosa (QIAGEN,
Alemania), y a continuación se lavó con tampón fosfato 50 mM que contenía clorhidrato de guanidina 6 M (pH 6).
La proteína adsorbida a la columna se eluyó usando tampón fosfato 50 mM (pH 4,5) que contenía imidazol 500 mM
(Nacalai Tesque, Japón) y clorhidrato de guanidina 6 M, purificando de esta manera His-OAT311 desnaturalizado. La
concentración se obtuvo en base a la absorbancia UV a 280 nm de la muestra purificada, y a continuación se añadió
tampón fosfato 50 mM (pH 6) que contenía clorhidrato de guanidina 6 M a la muestra para tener una concentración
final de 2 mg/ml, preparando de esta manera la disolución de His-OST311 desnaturalizado. Se añadió cisteína a la
muestra como agente reductor para tener una concentración final de 1 mM, se diluyó 100 veces con tampón fosfato
20 mM (pH 6) que contenía clorhidrato de guanidina 0,6 M y Tween 20 al 0,1% para comenzar el replegamiento. La
incubación se realizó a 4ºC durante 3 días o más.

La disolución de replegamiento se dializó contra tampón acetato 0,1 M (pH 4,8) a 4ºC. La disolución de replega-
miento dializada se concentró aproximadamente 10 veces usando una membrana de ultrafiltración, y a continuación
se purificó por medio de HPLC usando la columna de intercambio catiónico SP-5PW (TOSOH, Japón). La proteína se
eluyó usando tampón fosfato 20 mM que contenía glicerol al 10% (pH 6) con un gradiente lineal de NaCl desde 0,5 M
hasta 2 M. Este patrón de elución se muestra en la Fig. 27. El análisis SDS-PAGE y la medición de espectrometría de
masas revelaron que entre los dos tipos de picos de proteínas eluidas, His-OST311 estaba contenida en un pico eluido
a una concentración salina más baja. Como se describió anteriormente, a partir de aproximadamente 1 l de células
cultivadas pudieron prepararse aproximadamente 0,6 mg del producto final purificado, His-OST311.

(4) Construcción del vector pET22b-MK-OST311 para la expresión de MK-OST311

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

Se amplificó una secuencia diana por PCR usando el anterior plásmido de expresión de His-OST311, OST311/
pET28, como molde y OST311MK1 (ID. SEC. Nº 64) y OST311MK2 (ID. SEC. Nº 65) como cebadores. En el ADNc
OST311 obtenido por este procedimiento, 27 nucleótidos después del codón iniciación (ATG) se habían convertido
a codones de tipo Escherichia coli. El producto de PCR se purificó usando un kit de purificación de PCR QIAquick
(QIAGEN, Alemania), y a continuación se digirió con enzimas de restricción Nde I (TAKARA SHUZO, Japón) y
Not I (TAKARA SHUZO, Japón) a 37ºC durante 1 hora. El producto de PCR digerido se separó por electroforesis en
agarosa, y a continuación se purificó con un kit de purificación de PCR QIAquick (QIAGEN, Alemania). El fragmento
de ADN obtenido se digirió con enzimas de restricción Nde I y Not I a 37ºC durante 1 hora, y a continuación se unió
al vector plasmídico pET22b (Novagen, EEUU), que se había separado y purificado por medio de electroforesis en
agarosa, usando un kit DNA Ligation Ver 2 (TAKARA SHUZO, Japón) a 16ºC durante 15 minutos. El producto
unido se introdujo en JM109 de Escherichia coli (TAKARA SHUZO, Japón) para su clonación, y a continuación
se extrajo un plásmido mediante procedimientos convencionales. La secuencia de nucleótidos del plásmido obtenido
se determinó para cerciorarse de que el ADNc de OST311 obtenido se había insertado dentro del vector pET22b
según lo esperado. Este plásmido se denominó pET22-MK-OST311. La secuencia de nucleótidos y la secuencia de
aminoácidos del MK-OST311 recombinante codificado por el vector se muestran en la Fig. 26.

(5) Expresión de MK-OST311 en Escherichia coli y preparación del mismo

Se introdujo el plásmido pET22-MK-OST311 en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli Codon Plus RP (STRA-
TAGENE, EEUU), y a continuación se obtuvieron los clones transformados. Los clones obtenidos de Escherichia coli
se inocularon en 100 ml de medio LB que contenía 10 mg de ampicilina y a continuación se cultivó a 37ºC durante
la noche. La suspensión de células bacterianas se inoculó en 1 l de medio LB hasta A600 = 0,1, y a continuación se
cultivó con agitación usando un matraz Sakaguchi de 3 litros a 37ºC. Se añadió IPTG al cultivo de células bacterianas
para inducir la expresión del recombinante, y a continuación se prepararon los cuerpos de inclusión de manera similar
al procedimiento de preparación anterior de His-OST311.

Los cuerpos de inclusión lavados se suspendieron en 5 ml de disolución desnaturalizante (tampón fosfato 50 mM
(pH 8) que contenía DTT 1 mM y clorhidrato de guanidina 6 M), y a continuación se disolvió agitando la suspensión a
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37ºC durante 1 hora. El producto disuelto se diluyó 2 veces usando una disolución desnaturalizante, y a continuación
se diluyó 100 veces usando tampón fosfato 20 mM (pH 6) que contenía clorhidrato de guanidina 0,6 M y Tween
20 al 0,1% para comenzar el replegamiento. La incubación se realizó a 4ºC durante 3 días o más. Se mostró que
bajo condiciones de adición de oxidante y un pH de 7 o más, la proteína precipitaba de modo que la eficacia de
replegamiento disminuía significativamente. La disolución de replegamiento se dializó contra tampón acetato 0,1
M (pH 4,8) a 4ºC. La disolución de replegamiento dializada se concentró aproximadamente 10 veces usando una
membrana de ultrafiltración, y a continuación se purificó por medio de HPLC usando la columna de intercambio
catiónico SP-5PW (TOSOH, Japón). La proteína se eluyó usando tampón fosfato 20 mM que contenía glicerol al 10%
(pH 6) con un gradiente lineal de NaCl de 0,5 M a 2 M. Como se muestra en la Fig. 28, hubo 2 picos de elución de
proteínas, y el análisis SDS-PAGE y la medición de espectrometría de masas reveló que MK-OST311 estaba contenida
en un pico eluido a una concentración salina más baja. De esta manera, a partir de aproximadamente 1 l de células
cultivadas en el matraz, pudieron purificarse aproximadamente 0,6 mg del producto final purificado, MK-OST311.

(6) PEGilación de MK-OST311

Se ajustaron 10 ml de MK-OST311 (0,05 mg/ml) purificados con una columna de intercambio iónico para tener
pH 4,8 usando ácido acético al 10%. Se añadieron 25 mg de PEG activado (Sharewater, EEUU) con un peso molecular
de 20.000 disuelto en tampón acetato 10 mM (pH 4,8) a esta disolución con agitación en hielo. 15 minutos más tarde,
se añadió ciano borohidruro de sodio 1 M (Nacalai Tesque, Japón) disuelto en tampón acetato 10 mM (pH 4,8) a la
disolución para tener una concentración final de 15 mM, y a continuación se agitó la disolución a 4ºC durante 16 horas.
La OST311 PEGilada por esta reacción se purificó por medio de HPLC usando la columna de intercambio catiónico
SP-5PW (TOSOH, Japón). La proteína se eluyó usando tampón fosfato 20 mM que contenía glicerol al 10% (pH 6)
con un gradiente lineal de NaCl de 0,5 M a 2 M. Como se muestra en la Fig. 29, MK-OST311 PEGilada eluyó como
un único pico en el lado de fuerza iónica más baja comparado con el de MK-OST311.

(7) Examen de la actividad de His-OST311 recombinante

Para examinar la actividad biológica de la His-OST311 purificada recombinante, se llevó a cabo una administración
única de la proteína recombinante, 4,5 µg/0,1 ml cada uno, a ratones normales (de 5 semanas de edad, BALB/c,
machos, 6 ratones por el grupo) a través de la vena caudal de la manera descrita en el Ejemplo 24. 9 horas más
tarde, se midieron los niveles de fosfato y de 1,25-dihidroxivitamina D3 del suero mediante un procedimiento similar
al descrito en el Ejemplo 20. Se realizó una única administración de la misma dosis del recombinante purificado
procedente de células CHO-OST311H a un grupo de control positivo, y se realizó una única administración de un
vehículo que comprendía tampón fosfato 20 mM (pH 6,9) y NaCl 0,3 M, 0,1 ml cada uno, a un grupo al que se le
administró vehículo, ambos a través de la vena caudal.

Como se muestra en la Fig. 30A, en el grupo al que se administró His-OST311 a las 9 horas tras la administración,
se observó un efecto significativo de disminución de los niveles de fosfato sérico comparado con el grupo al que se
le administró vehículo. El grado de disminución fue equivalente al del grupo al que se le administró células CHO
productoras de proteína recombinante. Además, los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 sérica a las 9 horas tras la
administración en el grupo al que se administró His-OST311 también mostraron una disminución significativa como
se muestra en la Fig. 32.

Como se describió en el Ejemplo 24 (3) y (4), los niveles significativamente disminuidos de 1,25-dihidroxivitamina
D3 sérica ya se observaban a las 4 horas tras la administración única de células CHO productoras de proteína OST311.
Antes de este punto temporal, a la hora tras la administración, se observó expresión disminuida de 25-hidroxivitami-
na D-1-α-hidroxilasa (1αOHasa) y expresión aumentada de 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa) en los
riñones. Por consiguiente, se llevó a cabo la administración única de His-OST311, 4,5 µg/0,1 ml por ratón, a ratones
BALB/c (de 5 semanas de edad, machos) a través de la vena caudal, y a continuación se extirparon los riñones a la hora
y 4 horas más tarde. Los cambios en la expresión del gen 1αOHasa y del gen 24OHasa en los riñones se analizaron
mediante el procedimiento de transferencia Northern. Se llevó a cabo la administración única de la misma dosis de
recombinante purificada procedente de células CHO-OST311H a un grupo de control positivo, y la administración
única de un vehículo que comprendía tampón fosfato 20 mM (pH 7,0) y NaCl 0,3 M, 0,1 ml cada uno, a un grupo al
que se le administró vehículo, ambos a través de la vena caudal. Como se muestra en la Fig. 31, de manera similar
a las células CHO que producen recombinante, His-OST311 provocó la expresión disminuida del gen de 1αOHasa
y la expresión aumentada del gen de 24OHasa ya a la hora tras la administración. Se reveló que His-OST311 tiene
actividad en la regulación de la expresión de genes de enzimas que metabolizan la vitamina D equivalente a las células
CHO que producen recombinante. Además, como se muestra en la Fig. 32, los cambios en los niveles de la 1,25-dihi-
droxivitamina D3 sérica mostraron una disminución moderada a las 4 horas tras la administración con recombinante,
y mostraron una disminución más significativa a las 8 horas. Se reveló que este tipo de cambios fue casi coherente con
la de los cambios con el tiempo como se observó en el experimento de administración de células CHO que producen
recombinante CHO descrito en el Ejemplo 24 (3).

De los resultados anteriores, se reveló que His-OST311 recombinante producida por Escherichia coli tiene activi-
dades biológicas de al menos, actividad de disminución del fosfato del suero y actividad reguladora del metabolismo
de la vitamina D, equivalentes a las actividades del recombinante secretado producido por las células CHO-OST311H.

52



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

(8) Examen de la actividad de MK-OST311 PEGilado

Se examinó la actividad biológica de MK-OST311 PEGilado llevando a cabo una administración única de MK-
OST311 PEGilado, 5,0 µg/0,1 ml por ratón, a ratones normales (de 5 semanas de edad, BALB/c, machos, 8 ratones
por grupo) a través de la vena caudal de la manera descrita en el Ejemplo 24, y a continuación se midieron los niveles
de fosfato sérico a las 9 horas después de la administración por un procedimiento similar al del Ejemplo 20. Se llevó
a cabo la administración única de un vehículo que comprendía PB 20 mM (pH 6,0), glicerol al 10%, NaCl 1 M y
Tween 20 al 0,1%, 0,1 ml/ratón, a un grupo al que se le administró vehículo a través de la vena caudal. A las 8 horas
después de la administración, se recogió sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio, y a continuación se
midieron los niveles de fosfato inorgánico de los sueros obtenidos. Como se muestra en la Fig. 30B, se observó un
efecto significativo de disminución de los niveles de fosfato sérico en el grupo al que se le administró MK-OST311
PEGilado, comparado con el grupo al que se le administró vehículo. Los resultados revelaron que cuando se PEGiló
el recombinante producido por Escherichia coli, no se inhibió su actividad biológica.

Ejemplo 28

Introducción de mutación de aminoácidos en el sitio de escisión

Como se describió en el Ejemplo 9, se mostró que OST311 se escindió en una posición entre los residuos ami-
noácidos 179º, Arg, y 180º, Ser, de ID. SEC. Nº 2. Mientras tanto, como se describió en el Ejemplo 19 se confirmó
que esta escisión se inhibía por la sustitución simultánea de ambos residuos aminoácidos de la 176º, Arg, y 179º,
Arg, de OST311 con Gln. Estos hechos sugieren una posibilidad de que esta escisión se deba a alguna proteasa que
reconoce un motivo constituido por la secuencia adyacente RXXR o RRXXR. Por otra parte, cuando el recombinante
de longitud total constituido por el polipéptido representado por ID. SEC. Nº 4 se administra in vivo, puede tener lugar
la misma escisión que se describió anteriormente o una escisión similar del mismo. Por lo tanto, los residuos aminoá-
cidos 175º al 180º de ID. SEC. Nº 2 se sustituyeron respectivamente con Ala, Gln o Trp, y a continuación se examinó
como afectó la sustitución a los patrones de expresión y secreción en cada recombinante mutante en las células CHO.

(1) Construcción del gen OST311 con mutaciones en el sitio de escisión

Se sintetizaron los siguientes cebadores.
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pyh23PA1F y pyh23PA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitución
de la 652ª citosina del ADNc de OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina causa la sustitución del 174º residuo aminoácido,
Pro, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina P174A.

pyh23RA1F y pyh23RA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la susti-
tución de la 655ª citosina y la 656ª guanina del ADNc de OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina y citosina, respec-
tivamente, causan la sustitución del 175º residuo aminoácido, Arg, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el
presente documento, esta mutación se denomina R175A.

pyh23RA2F y pyh23RA2R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitu-
ción de la 658ª citosina y la 659ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitución del 176º residuo aminoácido, Arg, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente
documento, esta mutación se denomina R176A.

pyh23HA1F y pyh23HA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitu-
ción de la 661ª citosina y la 662ª adenina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitución del 177º residuo aminoácido, His, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente
documento, esta mutación se denomina H177A.

pyh23TA1F y de pyh23TA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sus-
titución de la 664ª adenina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina causa la sustitución del 178º residuo
aminoácido, Thr, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina
T178A.

pyh23RA3F y pyh23RA3R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitu-
ción de la 667ª citosina y la 668ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitución del 179º residuo aminoácido, Arg, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente
documento, esta mutación se denomina R179A.

pyh23SA1F y pyh23SA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitución
de la 670ª adenina la 671ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con guanina y citosina, respectivamente, causan
la sustitución del 180º residuo aminoácido, Ser, de ID. SEC. Nº 2 con Ala. A continuación, en el presente documento,
esta mutación se denomina S180A.

pyh23RKQ1F y pyh23RKQ1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la
sustitución de la 656ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con adenina causa la sustitución del 175º residuo
aminoácido, Arg, de ID. SEC. Nº 2 con Gln. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina
R175Q.

pyh23RKQ2F y pyh23RKQ2R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la
sustitución de la 659ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con adenina causa la sustitución del 176º residuo
aminoácido, Arg, de ID. SEC. Nº 2 con Gln. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina
R176Q.

pyh23RKQ3F y pyh23RKQ3R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la
sustitución de la 668ª guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con adenina causa la sustitución del 179º residuo
aminoácido, Arg de ID. SEC. Nº 2 con Gln. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina
R179Q.

pyh23RWF y pyh23RWR son los cebadores directo e inverso para introducir una mutación, en la que la sustitución
de la 667ª citosina del ADNc OST311 (ID. SEC. Nº 1) con timina causa la sustitución del 179º residuo aminoácido,
Arg de ID. SEC. Nº 2 con Trp. A continuación, en el presente documento, esta mutación se denomina R179W.

(1)-1 Construcción del gen de OST311P174AH

Se prepararon 2 tipos de disoluciones de reacción (100 µl de cada una) usando polimerasa de ADN Pyrobest
(TAKARA SHUZO, Japón) según el manual adjunto del fabricante. Para una disolución de reacción, se utilizaron
OST311ME1 (ID. SEC. Nº 45) y pyh23PA1F (ID. SEC. Nº 66) como cebadores a una concentración final de 0,2 µM,
y para la otra disolución de reacción, se utilizaron pyh23PA1R (ID. SEC. Nº 67) y OST311HNt (ID. SEC. Nº 46)
como cebadores a una concentración final de 0,2 µM. A cada disolución de reacción, se añadieron 10 ng del plásmido
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OST311/pCAGGS descrito en el Ejemplo 19 (1) como molde, y a continuación la disolución se mantuvo a 94ºC
durante 1 minuto. A continuación, se realizó la reacción de PCR durante 40 ciclos, estando cada ciclo constituido
por 94ºC durante 20 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto. Los dos tipos de disoluciones
de reacción se diluyeron 10 veces respectivamente, y posteriormente se añadió 1 µl de cada disolución a 100 µl de
una disolución de reacción preparada según el documento adjunto al kit de polimerasa de ADN Pyrobest (TAKARA
SHUZO, Japón). Se añadieron OST311ME1 (ID. SEC. Nº 45) y OST311HNt (ID. SEC. Nº 46) como cebadores a la
disolución para tener una concentración final de 0,2 µM, y a continuación la disolución se mantuvo a 94ºC durante
1 minuto. A continuación, la reacción de PCR se realizó durante 30 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94ºC
durante 20 segundos, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 1 minuto y 30 segundos. Después de la reacción
de PCR, la disolución se mantuvo además a 72ºC durante 7 minutos. Los productos de reacción obtenidos de esta
manera se recogieron usando Gene Clean II (BIO101, EEUU) según el manual adjunto del fabricante. Los productos
se digirieron a continuación con EcoR I y Not I, y a continuación se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
al 2% para separar fragmentos de ADN de aproximadamente 800 pb. El fragmento se recogió usando Gene Clean
II (BIO101, EEUU). Los fragmentos de ADN obtenidos de esta manera se insertaron en los sitios de EcoR I y Not
I del vector pEAK8 (EdgeBio, EEUU), obteniendo de ese modo el plásmido OST311P174AH-pEAK8. El ADN del
plásmido se preparó según procedimientos convencionales, y la secuencia de nucleótidos se determinó usando un
secuenciador de ADN de fluorescencia ABI3700 (PE Applied Systems, EEUU). De esta manera, se confirmó que la
mutación P174H se había introducido según lo esperado. Por otra parte, se confirmó que se había añadido un marcador
de histidina al extremo C terminal. El polipéptido codificado por un gen mutante que tiene introducida la mutación
P174A en el mismo se denomina OST311P174AH.

(1)-2 Preparación del gen de OST311R175AH

El gen de OST311R175AH se preparó usando los cebadores pyh23RA1F (ID. SEC. Nº 68) y pyh23RA1R (ID.
SEC. Nº 69) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-3 Preparación del gen de OST311R176AH

El gen de OST311R176AH se preparó usando los cebadores pyh23RA2F (ID. SEC. Nº 70) y pyh23RA2R (ID.
SEC. Nº 71) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-4 Preparación del gen de OST311H177AH

El gen de OST311H177AH se preparó usando los cebadores pyh23HA1F (ID. SEC. Nº 72) y pyh23HA1R (ID.
SEC. Nº 73) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-5 Preparación del gen de OST311T178AH

El gen de OST311T178AH se preparó usando los cebadores pyh23TAlF (ID. SEC. Nº 74) y pyh23TA1R (ID. SEC.
Nº 75) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-6 Preparación del gen de OST311R179AH

El gen de OST311R179AH se preparó usando los cebadores pyh23RA3F (ID. SEC. Nº 76) y pyh23RA3R (ID.
SEC. Nº 77) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-7 Preparación del gen de OST311S180AH

El gen de OST311S180AH se preparó usando los cebadores pyh23SA1F (ID. SEC. Nº 78) y pyh23SA1R (ID.
SEC. Nº 79) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-8 Preparación del gen de OST311R175QH

El gen de OST311R175QH se preparó usando los cebadores pyh23RKQ1F (ID. SEC. Nº 80) y pyh23RKQ1R (ID.
SEC. Nº 81) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-9 Preparación del gen de OST311R176QH

El gen de OST311R176QH se preparó usando los cebadores pyh23RKQ2F (ID. SEC. Nº 82) y pyh23RKQ2R (ID.
SEC. Nº 83) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.
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(1)-10 Preparación del gen de OST311R179QH

El gen de OST311R179QH se preparó usando los cebadores pyh23RKQ3F (ID. SEC. Nº 84) y pyh23RKQ3R (ID.
SEC. Nº 85) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-11 Preparación del gen de OST311R179WH

El gen de OST311R179WH se preparó usando los cebadores pyh23RWF (ID. SEC. Nº 86) y pyh23RWR (ID.
SEC. Nº 87) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(2) Expresión transitoria de los genes de OST311 con mutación en el sitio de escisión y preparación del medio
acondicionado

Se inocularon células rápidas pEAK (EdgeBiosystems, EEUU) sobre una placa de 12 pocillos. Los 11 tipos de
plásmidos de expresión para OST311 mutantes anteriores se transfectaron en las células por medio de un procedi-
miento con fosfato de calcio según el documento adjunto al sistema pEAK (EdgeBiosystems, EEUU). Las células se
dejaron reposar durante 4 horas, el medio se reemplazó con 1,5 ml de medio MEMα sin suero, las células se cultivaron
a 37ºC durante 2 días, y a continuación se recogió el medio acondicionado.

(3) Evaluación de la expresión de los genes de OST311 con la mutación en el sitio de escisión

El medio acondicionado obtenido de esta manera se sometió a transferencia Western de la manera descrita en
el Ejemplo 6 (3), y a continuación se examinó la presencia de OST311 recombinante con la mutación en el sitio
de escisión en el medio acondicionado. El anticuerpo policlonal específico para OST311, 311-148 descrito en el
Ejemplo 22 se utilizó para la detección. De esta manera, como se muestra en la Fig. 33, se observó un producto
de degradación que contenía el polipéptido representado por ID. SEC. Nº 6 en aproximadamente 16 kDa, de manera
similar al tipo natural, para la OST311 recombinante con las mutaciones introducidas P174A, R175A, R175Q, H177A,
T178A o S180A entre los que tenían sustituciones en los residuos de aminoácidos 174º hasta 180º. Sin embargo, no
se observaron productos de degradación para ninguno de los OST311 recombinantes con las mutaciones introducidas
R176A, R179A, R176Q, R179Q o R179W. Estos resultados sugieren que, en particular, los residuos de aminoácidos
176º Arg y 179º Arg desempeñan un papel importante en la escisión que tiene lugar entre los residuos de aminoácidos
179º Arg y 180º Ser. Es decir, la escisión se inhibe o se suprime por la sustitución de ambos residuos al menos con
cualquier aminoácido de entre Ala, Gln o Trp. Por consiguiente, se espera que esté promovida la producción del
polipéptido de longitud total usando este hallazgo.

Ejemplo 29

Como se muestra en el Ejemplo 6, se escinde un producto recombinante obtenido por la expresión de OST311 en
células de CHO o células COS entre la 179ª arginina y 180ª serina localizadas inmediatamente después del motivo
RXXR, como se mostró en el Ejemplo 9. Como se muestra claramente en el Ejemplo 18, la actividad inductora de
hipofosfatemia de la proteína OST311 se mantuvo en la proteína de longitud total que no se había escindido en este
sitio. Además, resultó clara la implicación del motivo RXXR en esta escisión a partir del experimento de introducción
de la mutación mostrado en los Ejemplos 19 y 28. Para producir y obtener OST311 recombinante de manera eficaz,
evitar esta escisión es un problema importante, y la introducción de la mutación en el motivo RXXR mostrado en el
Ejemplo 28 es uno de los procedimientos eficaces. Se sabe que la furina es una de las proteinasas que reconocen el
motivo RXXR. Esta enzima está localizada en la región Trans-golgi, y se cree que escinde la proteína post traducida
al reconocer el motivo RXXR en el proceso de secreción.

(1) Implicación de la furina en la escisión de OST311

El plásmido OST311/pCAGGS se introdujo en células LoVo deficientes en furina usando Transfectum (Promega,
EEUU). A continuación, las células se cultivaron durante 48 horas. Cuando se analizó la proteína OST311 expresada y
secretada de manera transitoria en la disolución del cultivo por medio de transferencia Western usando anticuerpo 311-
148, no se detectó el producto escindido. Este resultado sugiere que la furina está implicada en la escisión observada
cuando se produce OST311.

(2) Evitar la escisión de OST311

Se asumió de los resultados anteriores que la inhibición de la actividad de furina fue eficaz para mejorar la produc-
tividad de OST311, en la que no se escindió entre la 179ª arginina y la 180ª serina. Por consiguiente, resulta razonable
que OST311 se exprese en un huésped, tal como las células Lovo que no tienen actividad de furina, o bajo una condi-
ción en la que la actividad de furina esté suprimida por la adición de un inhibidor de furina. Para suprimir la actividad
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de furina de las células de CHO-OST311H, se expresó de manera transitoria α1-antitripsina Portland (α1-PDX) según
el procedimiento informado por Benjannet S y col. (J. Biol Chem 272: 26210-26218, 1997), y a continuación se re-
cogió el medio acondicionado. La relación del polipéptido de longitud total en los productos recombinantes aumentó,
comparada con la del medio acondicionado de las células de control CHO-OST311H sin este gen. Por consiguiente,
se concluyó que la eficacia de la producción de la proteína OST311 de longitud total puede elevarse introduciendo una
sustancia que suprima la actividad de furina de manera extrínseca o intrínseca.

Aplicabilidad industrial

Según la presente invención, se proporciona el uso de un polipéptido como se definió en ID. SEC. Nº 4 que regula
el metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio y/o la calcificación. Se da a conocer el ADN que codifica el
polipéptido, y se proporcionan también una composición farmacéutica que contiene el polipéptido como un ingrediente
activo, y un anticuerpo que reconoce el polipéptido, una composición farmacéutica que contiene el anticuerpo como
un ingrediente activo, un procedimiento de diagnóstico que usa el anticuerpo, y una composición de diagnóstico.

Texto libre del listado de secuencias

ID. SEC. Nº 12: ADN sintético

ID. SEC. Nº 13: ADN sintético

ID. SEC. Nº 14: ADN sintético

ID. SEC. Nº 15: ADN sintético

ID. SEC. Nº 16: ADN sintético

ID. SEC. Nº 17: ADN sintético

ID. SEC. Nº 18: ADN sintético

ID. SEC. Nº 19: ADN sintético

ID. SEC. Nº 20: ADN sintético

ID. SEC. Nº 21: ADN sintético

ID. SEC. Nº 22: ADN sintético

ID. SEC. Nº 23: ADN sintético

ID. SEC. Nº 24: ADN sintético

ID. SEC. Nº 25: ADN sintético

ID. SEC. Nº 26: ADN sintético

ID. SEC. Nº 27: ADN sintético

ID. SEC. Nº 28: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 29: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 30: ADN sintético

ID. SEC. Nº 31: ADN sintético

ID. SEC. Nº 32: ADN sintético

ID. SEC. Nº 33: ADN sintético

ID. SEC. Nº 34: ADN sintético

ID. SEC. Nº 35: ADN sintético

ID. SEC. Nº 36: ADN sintético
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ID. SEC. Nº 37: ADN sintético

ID. SEC. Nº 38: ADN sintético

ID. SEC. Nº 39: ADN sintético

ID. SEC. Nº 40: ADN sintético

ID. SEC. Nº 41: ADN sintético

ID. SEC. Nº 42: ADN sintético

ID. SEC. Nº 43: ADN sintético

ID. SEC. Nº 44: ADN sintético

ID. SEC. Nº 45: ADN sintético

ID. SEC. Nº 46: ADN sintético

ID. SEC. Nº 47: ADN sintético

ID. SEC. Nº 48: ADN sintético

ID. SEC. Nº 49: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 50: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 51: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 52: Péptido sintético

ID. SEC. Nº 53: ADN sintético

ID. SEC. Nº 54: ADN sintético

ID. SEC. Nº 55: ADN sintético

ID. SEC. Nº 56: ADN sintético

ID. SEC. Nº 57: ADN sintético

ID. SEC. Nº 58: ADN sintético

ID. SEC. Nº 59: ADN sintético

ID. SEC. Nº 60: ADN sintético

ID. SEC. Nº 61: ADN sintético

ID. SEC. Nº 62: ADN sintético

ID. SEC. Nº 63: ADN sintético

ID. SEC. Nº 64: ADN sintético

ID. SEC. Nº 65: ADN sintético

ID. SEC. Nº 66: ADN sintético

ID. SEC. Nº 67: ADN sintético

ID. SEC. Nº 68: ADN sintético

ID. SEC. Nº 69: ADN sintético

ID. SEC. Nº 70: ADN sintético
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ID. SEC. Nº 71: ADN sintético

ID. SEC. Nº 72: ADN sintético

ID. SEC. Nº 73: ADN sintético

ID. SEC. Nº 74: ADN sintético

ID. SEC. Nº 75: ADN sintético

ID. SEC. Nº 76: ADN sintético

ID. SEC. Nº 77: ADN sintético

ID. SEC. Nº 78: ADN sintético

ID. SEC. Nº 79: ADN sintético

ID. SEC. Nº 80: ADN sintético

ID. SEC. Nº 81: ADN sintético

ID. SEC. Nº 82: ADN sintético

ID. SEC. Nº 83: ADN sintético

ID. SEC. Nº 84: ADN sintético

ID. SEC. Nº 85: ADN sintético

ID. SEC. Nº 86: ADN sintético

ID. SEC. Nº 87: ADN sintético
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un polipéptido constituido por la secuencia de aminoácidos representada por ID. SEC. Nº 4 en la fabri-
cación de un medicamento para el tratamiento de al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por
hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo, osteodistrofia renal, calcificación ectópica, osteoporosis e hipervitaminosis D.

2. El uso de la reivindicación 1, en el que el polipéptido está modificado por medio de al menos una sustancia se-
leccionada del grupo constituido por polietilenglicol, dextrano, poli (N-vinil-pirrolidona), homopolímero de polipro-
pilenglicol, copolímero de poli-óxido de propileno y óxido de polietileno, poliol polioxietilado y alcohol polivinílico.

3. Uso de un anticuerpo que reacciona con el polipéptido constituido por la secuencia de aminoácidos representada
por ID. SEC. Nº 4 en la fabricación de un medicamento para el tratamiento de enfermedades óseas.

4. Uso de un anticuerpo que reacciona con el polipéptido constituido por la secuencia de aminoácidos representada
por ID. SEC. Nº 4, en la fabricación de un medicamento para el tratamiento de al menos una enfermedad seleccionada
del grupo constituido por la osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfer-
medades óseas asociadas a la diálisis, la osteopatía con hipocalcificación, la enfermedad de Paget, la osteomalacia
inducida por tumores y el raquitismo/osteomalacia hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH).

5. Un anticuerpo que es un anticuerpo neutralizante del polipéptido constituido por la secuencia de aminoácidos
representada por ID. SEC. Nº 4.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> KIRIN BEER KABUSHIKI KAISHA

<120> ADN que codifica un polipéptido que regula el metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio y la calci-
ficación

<130> PH-1268PCT

<140>
<141>

<150> JP2000-245144
<151> 11-08-2000

<150> JP2000-287864
<151> 21-09-2000

<150> JP2000-391027
<151> 22-12-2000

<150> JP2001-121527
<151> 19-04-2001

<160> 87

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1
<211> 2770
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
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<222> (133)..(885)
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<210> 2
<211> 251
<212> PRT
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<210> 3
<211> 684
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<210> 4
<211> 227
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<210> 5
<211> 465
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(465)
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<210> 6
<211> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<210> 7
<211> 219
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(216)

<400> 7

<210> 8
<211> 72
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 8

<210> 9
<211> 543
<212> ADN
<213> Mus sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(540)
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<210> 10
<211> 180
<212> PRT
<213> Mus sp.
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<400> 10
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<210> 11
<211> 13200
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11
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<210> 12
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 12

ttctgtctcg ctgtctccc 19

<210> 13
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 13

ccccttccca gtcacattt 19

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> ADN sintético

<400> 14

ggggcatcta acataaatgc 20

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 15

agccactcag agcagggcac 20

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 16

ggtggcggcc gtctagaact a 21

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 17

tcagtctggg ccgggcgaag a 21

<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 18

cacgttcaag gggtcccgct 20
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<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 19

tctgaaatcc atgcagaggt 20

<210> 20
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 20

gggaggcatt gggataggct c 21

<210> 21
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 21

ctagatgaac ttggcgaagg g 21

<210> 22
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 22

ccggaattcagccactcagagcagggcacg 30

<210> 23
<211> 52
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ADN sintético

<400> 23

ataagaatgc ggccgctcaa tggtgatggt gatgatggat gaacttggcg aa 52

<210> 24
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 24

taatacgact cactataggg 20

<210> 25
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 25

attaaccctc actaaaggga 20

<210> 26
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 26

accacagtcc atgccatcac 20

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 27

tccaccaccc tgttgctgta 20
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<210> 28
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 28

<210> 29
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 29

<210> 30
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 30

tgaaggtcgg tgtgaacgga tttggc 26

<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ADN sintético

<400> 31

catgtaggcc atgaggtcca ccac 24

<210> 32
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 32

gtaaagaacc ctgtgtattc c 21

<210> 33
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 33

ctgccttaag aaatccataa t 21

<210> 34
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 34

gaggaatcac agtctcattc 20

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 35

cttggggagg tgcccgggac 20
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<210> 36
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 36

tccctcttag aagacaatac a 21

<210> 37
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 37

gtgtttaaag gcagtattac a 21

<210> 38
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 38

cagacagaga catccgtgta g 21

<210> 39
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 39

ccacatggtc caggttcagt c 21

<210> 40
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ADN sintético

<400> 40

gacggtgaga ctcggaacgt 20

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 41

tccggaaaat ctggccatac 20

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 42

taatacgact cactataggg 20

<210> 43
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 43

gatttaggtg acactatag 19

<210> 44
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 44

ataagaatgc ggccgctcag atgaacttgg cgaa 34
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<210> 45
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético
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atgaattcca ccatgttggg ggcccgcctc agg 33

<210> 46
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 46

atgcggccgc ctaatgatga tgatgatgat ggatgaactt ggcgaaggg 49

<210> 47
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 47

ataccacggc agcacacccagagcgccgag 30

<210> 48
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 48

ataccacggc agcacacccagagcgccgag 30

<210> 49
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido sintético

<400> 49

<210> 50
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 50

<210> 51
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 51

<210> 52
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 52

<210> 53
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético
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<400> 53

atgaattcca ccatgttggg ggcccgcctc agg 33

<210> 54
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 54

atgcggccgc tatcgaccgc ccctgaccac ccc 33

<210> 55
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 55

atgcggccgc tacgggagct cctgtgaaca gga 33

<210> 56
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 56

atgcggccgc tcacggggtc atccgggccc gggg 34

<210> 57
<211> 79
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 57
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<210> 58
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 58

<210> 59
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 59

atatgcatgc ctccagctgg ggtggcctga tccac 35

<210> 60
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 60

tgtatcccaa tgcctcccca ctg 23

<210> 61
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 61

atggatccct agatgaactt ggcgaaggg 29

<210> 62
<211> 29

46



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 679 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 62

atcatatgta tcccaatgcc tccccactg 29

<210> 63
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 63

atgcggccgc ctagatgaac ttggcgaagg g 31

<210> 64
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 64

gaattcatat gaaatacccg aacgcttccc cgctgctggg ctccagctg 49

<210> 65
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 65

cccaagcttg cggccgccta gatgaacttg gc 32

<210> 66
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético
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<400> 66

aacacccccatagcacggcg gcaca 25

<210> 67
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 67

tgtgccgccg tgctatgggg gtgtt 25

<210> 68
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 68

acccccataccagcgcggca cacccg 26

<210> 69
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 69

cgggtgtgcc gcgctggtat gggggt 26

<210> 70
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 70

cccataccacgggcgcacacccggag 26

<210> 71
<211> 26
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 71

ctccgggtgt gcgcccgtgg tatggg 26

<210> 72
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 72

ataccacggc gggccacccg gagcgc 26

<210> 73
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 73

gcgctccggg tggcccgccg tggtat 26

<210> 74
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 74

ccacggcggc acgcccggag cgccg 25

<210> 75
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético
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<400> 75

cggcgctccg ggcgtgccgc cgtgg 25

<210> 76
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 76

cggcggcacaccgcgagcgccgagga 26

<210> 77
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 77

tcctcggcgc tcgcggtgtg ccgccg 26

<210> 78
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 78

cggcacacccgggccgccgaggacga 26

<210> 79
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 79

tcgtcctcgg cggcccgggt gtgccg 26

<210> 80
<211> 26
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 80

acccccataccacagcggca cacccg 26

<210> 81
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 81

cgggtgtgcc gctgtggtat gggggt 26

<210> 82
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 82

cccataccacggcagcacacccggag 26

<210> 83
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 83

ctccgggtgt gctgccgtgg tatggg 26

<210> 84
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético
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<400> 84

cggcggcacacccagagcgccgagga 26

<210> 85
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 85

tcctcggcgc tctgggtgtg ccgccg 26

<210> 86
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 86

cggcggcacacctggagcgccgagg 25

<210> 87
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 87

cctcggcgct ccaggtgtgc cgccg 25
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