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DESCRIPCION

Polipéptidos que controlan el metabolismo del dcido fosférico, el metabolismo del calcio, el metabolismo de la
calcificacion y de la vitamina D y moléculas de ADN que los codifican.

Campo técnico

La presente invencién se refiere al uso de un polipéptido que regula el metabolismo del fosfato, el metabolismo
del calcio, el metabolismo de la calcificacién y/o de la vitamina D, da a conocer un ADN que codifica el polipéptido,
una composicién farmacéutica que contiene el polipéptido como ingrediente activo y un anticuerpo que reconoce el
polipéptido, una composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo como ingrediente activo, un procedimiento de
diagndstico que usa el anticuerpo y una composicion de diagnéstico.

Técnica anterior

Los fosfatos inorgdnicos (a continuacion, en el presente documento, pueden denominarse “fosfato”) son esenciales
en el metabolismo energético in vivo y en el mantenimiento de las funciones celulares, y desempefian una funcién
importante en la calcificacion de tejidos en cooperacion con el calcio. El suministro de fosfato a un organismo depende
principalmente de la absorcién en el tracto intestinal, y la excrecién de fosfato depende de la excrecién urinaria en
el rifién y la excrecidn fecal en el tracto intestinal. En los organismos vivos, el fosfato estd distribuido en el liquido
corporal, las fracciones intracelulares y los tejidos calcificados. El nivel de excrecién de fosfato inorgdnico en un
adulto se mantiene practicamente en el mismo nivel de la absorcién de fosfato inorganico, 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 distribucién y control homeostético del
nivel en la sangre, estd controlado de una manera cooperativa en los mamiferos por factores reguladores, tales como,
al menos la hormona paratiroidea, la calcitonina y la 1a,25-dihidroxivitamina D3.

En la regulacién del metabolismo del fosfato se sabe que la hormona paratiroidea promueve la excrecién del
fosfato, y que la 1a,25-dihidroxivitamina D3 promueve la absorcion del fosfato en el tracto intestinal. Esto sugiere
claramente una estrecha asociacién entre el metabolismo del fosfato y el metabolismo del calcio. Sin embargo, atin no
se ha dilucidado una sustancia que controle principalmente el fosfato.

Ahora, los ejemplos de una enfermedad que estd asociada con la pérdida de la homeostasis del metabolismo del
fosfato y niveles mas bajos de fosfato inorgdnico 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 sobreproduccién de hormona paratiroidea
en las glandulas paratiroideas, y se sabe que desarrolla hipofosfatemia con excrecion aumentada de fosfato porque la
sobreproduccién de hormona paratiroidea suprime la reabsorcion del fosfato inorganico en el rifidn.

Ademads, 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
ala vitamina D. El raquitismo tipo I dependiente de la vitamina D es una enfermedad causada por la disfuncién 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 disfuncién hereditaria del receptor de la vitamina D. Ambas enfermedades de-
sarrollan hipofosfatemia junto con hipocalcemia debido a la accién 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 clinicas,
el raquitismo hipofosfatémico autosémico y el cromosémico ligado al cromosoma X como resultado de diferentes
causas.

Ambas afecciones clinicas 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 continuacioén, en el presente documento, también denominado “XLH”) que la
enfermedad estd inducida por mutaciones en el gen que codifica una proteina andloga a la endopeptidasa, denominada
PHEX, en el cromosoma X. Sin embargo, no se ha aclarado un mecanismo sobre cdmo la disfuncién de la proteina
PHEX induce la hipofosfatemia. Es interesante destacar que el andlisis genético de un ratén mutante natural (Hyp) que
desarroll6 hipofosfatemia ha revelado la delecion parcial del gen que codifica PHEX en este raton. Los experimentos
realizados usando estos ratones han revelado que los ratones deficientes en PHEX tienen funcién renal normal, y un
factor humoral, que es diferente de la hormona paratiroidea, pero que induce hipofosfatemia, estd presente en el li-
quido corporal de los ratones Hyp. Con respecto al raquitismo/osteomalacia hipofosfatémico autosémico dominante
(a continuacidn, en el presente documento, también denominado ADHR), se ha buscado un gen responsable para esta
enfermedad, y la presencia de tal gen en la regién 12p13 ha quedado indicada por el andlisis de ligamiento. Sin em-
bargo, la regioén que ha se ha estrechado hasta ese punto atin es amplia y contiene muchos genes, de modo que todavia
no se ha especificado el gen candidato.

La osteomalacia inducida por tumores es una enfermedad que desarrolla hipofosfatemia con fosfato renal aumen-
tado en asociacion con tumorigénesis, y se caracteriza porque la hipofosfatemia se elimina por medio de la irradiacién
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del tumor o la eliminacién del tumor. En esta enfermedad, se cree que el tumor produce un factor que induce la
hipofosfatemia por la supresion de la reabsorcion del fosfato en los rifiones.

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 excrecion urinaria de fosfato. Con frecuencia
se hace referencia al supuesto factor regulador del metabolismo del fosfato con el nombre Fosfatonina. La relacién 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 caracteristica del raquitismo resistente a la vitamina D o de la osteomalacia inducida por tumores es el dete-
rioro de la calcificacién de los huesos. Podria pensarse que esta calcificacion deteriorada de los huesos se desarrolla
de manera secundaria por la hipofosfatemia. Sin embargo, puesto que se ha demostrado que la calcificacién anormal
del hueso en experimentos usando ratones Hyp, el ratén 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 calcificacién en el tejido dseo.

Como se describid anteriormente, los datos de investigacion han estado sugiriendo fuertemente la presencia de
un factor desconocido que regula el metabolismo del fosfato, pero atn no se ha podido dilucidar a nivel molecular
una entidad que exhiba la supuesta actividad. Mientras que el documento W(099/60017 da a conocer una secuencia
polipeptidica nueva como una hormona polipeptidica nueva, Fosfatonina, no obstante, no da a conocer la actividad
caracteristica de la fosfatonina con respecto a la induccién de la hipofosfatemia. Por consiguiente, resulta razonable
que pueda existir en los organismos un factor intrinseco 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 higado para producir 25-hidroxivitamina
D. A continuacién, la 25-hidroxivitamina D es hidrolizada por la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa presente en
las células epiteliales renales de los tibulos proximales en el rifién para producir 1@,25-dihidroxivitamina D. Esta
la@,25-dihidroxivitamina D es una hormona reguladora mineral que tiene actividades fisiolégicas que aumentan los
niveles de calcio y de fosfato del suero, y se sabe que es responsable de la inhibicidn de la secrecidn de la hormona
paratiroidea y que estd implicada en la promocién de la resorcién dsea. La 1a,25-dihidroxivitamina D se convierte a
continuacién en metabolitos in vivo que no tienen las actividades fisioldgicas anteriores por la 24-hidroxilasa que se
encuentra principalmente en el rifién o en el intestino delgado. Al respecto, se cree que la 24-hidroxilasa es una enzima
que es responsable de la inactivacion de la 1@,25-dihidroxivitamina D. Por otra parte, se sabe que la 24-hidroxilasa
actiia 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 fisiolgicos que aumentan la masa 6sea o promueven la diferenciacién
del cartilago, sugiriendo que esta enzima tiene un aspecto para generar metabolitos bioldgicamente activos de la
vitamina D.

Los factores conocidos que regulan el nivel de expresién de la 1a-hidroxilasa, que tiene un papel importante en
la activacion de la vitamina D, incluyen la hormona paratiroidea (PTH), la calcitonina, la 1@,25-dihidroxivitamina D
y similares. La PTH, cuya secrecién es promovida por disminuciones de los niveles de calcio de la sangre, actiia en
los receptores de PTH que estdn presentes en las células epiteliales de los tibulos proximales renales para promover
la transcripcién del gen de la la-hidroxilasa a través de un elevado nivel intracelular de AMPc, para aumentar la
concentracion en sangre de 1@,25-dihidroxivitamina D. La la,25-dihidroxivitamina D promueve la absorcién de calcio
desde el tracto intestinal y la reabsorcién de calcio en el rifién, aumentando de ese modo el nivel de calcio de la sangre.
Ademds, se ha informado que la unién de 1a,25-dihidroxivitamina D al receptor de la vitamina D (VDR) actda en
una region promotora del gen de la 1a-hidroxilasa o del gen de la PTH para suprimir la transcripcion de tales genes.
Especificamente, la 1a,25-dihidroxivitamina D tiene un mecanismo de control de retroalimentacién para su factor
de activacién, PTH y le-hidroxilasa. Este mecanismo desempefia un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis del metabolismo del calcio.

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

Los ejemplos de un factor responsable de la regulacién de la expresion del gen de la 24-hidroxilasa incluyen la
la@,25-dihidroxivitamina D y la PTH. Se ha demostrado que la 1@,25-dihidroxivitamina D interactiia 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
estd presente en la region promotora del gen de la 24-hidroxilasa para promover la transcripcién. Se cree que la
l,25-dihidroxivitamina D activa la 24-hidroxilasa, y por consiguiente induce una disminucion en el nivel de 1,25-
dihidroxivitamina D por la via catabdlica activada. Se sabe que la expresion 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 fésforo 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 escisiéon del FGF-23 podrian desempefiar una
funcién 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.

Descripcion de la invencion

El propésito de la presente invencidn 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 fisiologica, 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
especificamente 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 fisiolégico.

Basandose en una suposicion de que un factor inductor de hipofosfatemia procedente de tumores se produce de
manera caracteristica en un tumor procedente de osteomalacia inducida por tumores como se describi6 anteriormente,
los autores de la presente invencién han anticipado la transcripcién 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 extraccién del ARN
de una parte de los tejidos tumorales que se extirparon de un paciente con osteomalacia inducida por tumores para
fines terapéuticos, se preparé la biblioteca de ADNc usando vectores de fagos y vectores de plasmidos y a continuacién
se cribd para seleccionar los fragmentos génicos que se expresaban especificamente en el tumor. Los procedimientos
realizados para el cribado fueron un procedimiento que selecciona los fragmentos de ADNc determinados por ser
especificamente 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 linea celular de células epiteliales de los tibulos proximales del rifion. A continuacién se redujo el nimero de
fragmentos de ADNc seleccionados confirmando la novedad de las secuencias y la expresion caracteristica 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 informacion de las secuencias, se intent6 clonar los ADNc que contenian el marco de
lectura abierto (ORF) al que pertenecia cada fragmento y se obtuvieron con éxito moléculas de ADN que codificaban
polipéptidos nuevos. Se realizaron ademads estudios a fondo para encontrar actividades bioldgicas de los polipéptidos
nuevos, de modo que la presente invencién se completd dilucidando que el polipéptido nuevo tiene actividades en la
supresion del transporte de fosfato, en la induccién de hipofosfatemia y en la supresion de la calcificacion del tejido
dseo en los animales.

Especificamente, la presente invencion es como se detalla a continuacion.
(1) el uso de un polipéptido constituido por una secuencia de aminoacidos representada por 4,

En el presente documento, la expresiéon “condiciones rigurosas” satisface las condiciones de una concentracion
de sodio de 750 mM o mads, de preferencia 900 mM o mds, una temperatura de 40°C o mas, de preferencia 42°C.
Especificamente, las condiciones rigurosas estan constituidas por 6 x SSC, 5 x Denhardt, SDS al 0,5%, formamida al
50% y 42°C.

También se describe un polipéptido, que es el siguiente polipéptido (a), (b), (c) o (d):
(a) un polipéptido constituido por una secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N°2 6 4,

(b) un polipéptido constituido por una secuencia de aminodcidos derivada de la secuencia de aminodcidos
representada por ID. SEC. N° 2 6 4 por delecidn, sustitucién o adicién de uno o varios aminoacidos, y
que tiene actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad
supresora de la calcificacién o actividad reguladora del metabolismo de la vitamina D in vivo,

(c) un polipéptido constituido por una secuencia parcial de la secuencia de aminoacidos representada por ID.
SEC. N° 2, en el que la secuencia parcial anterior contiene al menos una secuencia de aminoacidos que se
extiende desde el 34° hasta el 201°" aminodcido en la secuencia de aminodacidos anterior, o
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(d) un polipéptido constituido por una secuencia parcial de la secuencia de aminoacidos representada por ID.
SEC. N° 2, en el que la secuencia parcial:

@) contiene una secuencia de aminoacidos que se extiende al menos desde el 34° hasta el 201 ami-
noacido en la secuencia de aminodcidos anterior,

(i)  estd constituida por una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia parcial por delecidn,
sustitucion o adicién de uno o varios aminodcidos, y

(iii)  tiene actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad
supresora de la calcificacion 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), homopolimero de polipropilenglicol, co-
polimero de poli(6xido de propileno) y poli(6xido de etileno), poliol polioxietilado y alcohol polivinilico.

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

La composicién farmacéutica anterior puede utilizarse para permitir la regulacién in vivo del metabolismo del
calcio, del metabolismo del fosfato, del metabolismo de la calcificacién o de la vitamina D. Ademds, la composicién
farmacéutica anterior es eficaz contra al menos una afeccion seleccionada del grupo constituido por la hiperfosfatemia,
el hiperparatiroidismo, la osteodistrofia renal, la calcificacién ectdpica, 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 invencién o con fragmentos parciales del mismo, como antigeno.

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

La composicién farmacéutica anterior puede regular el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el
metabolismo de la calcificacién o de la vitamina D in vivo, o puede ser eficaz contra las enfermedades dseas. En
el presente documento, la enfermedad dsea es al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por la
osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfermedades 6seas asociadas a la
didlisis, la osteopatia con hipocalcificacién, la enfermedad de Paget y la osteomalacia inducida por tumores. (9) Un
agente de diagndstico, 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 calcificacion 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 sindrome de Fanconi).

Se da a conocer un agente de diagndstico para una enfermedad 6sea, que contiene el anticuerpo anterior, siendo
la enfermedad dsea al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por la osteoporosis, el raquitismo
resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las enfermedades dseas asociadas a la didlisis, la osteopatia con
hipocalcificacién, la enfermedad de Paget y la osteomalacia inducida por tumores.

Se describe un agente de diagndstico, que contiene un ADN que tiene una secuencia de nucleétidos representada
por ID. SEC. N° 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 calcificacion anormal
y el metabolismo anormal de la vitamina D.

Un ejemplo de la secuencia parcial tiene una secuencia que se extiende desde el nucledtido 498° hasta el 12966° de
la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 11. Un ejemplo de la enfermedad es el raquitismo/osteomala-
cia hipofosfatémico autosémico dominante.

La presente invencidn se explica con mds detalle seguidamente.
Los términos usados en esta memoria descriptiva estdn definidos seguidamente.

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

La expresién “actividad inductora de hipofosfatemia” indica una actividad que tiene efecto en la disminucién
de los niveles de fosfato de la sangre. El nivel del fosfato de la sangre estd definido por el equilibrio entre (i) la
absorcion desde el tracto intestinal y la excrecién en la orina y las heces, y (ii) la distribucién in vivo del fosfato a
las células o a los tejidos calcificados representados por los tejidos dseos. Por consiguiente, la expresién “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 patoldgica. La actividad inductora de hipofosfatemia puede ser equivalente, a nivel tisular, a la
actividad de absorcion-supresion del fosfato en el tracto intestinal, a la actividad de excrecién-promocién del fosfato
en el rifién o el tracto intestinal, o a la actividad que promueve la transferencia de fosfato dentro de las células.

Ademds, la expresion “actividad supresora del transporte de fosfato” en la presente invencién significa una activi-
dad que tiene efecto en una célula diana para suprimir la actividad de un vehiculo transportador de fosfato que esta
presente en la membrana celular. Las posibles células diana son principalmente las células epiteliales de los tibulos
renales, las células epiteliales de los intestinos o los osteoblastos.

Ademads, la expresion “actividad supresora de la calcificacién” en la presente invencion significa una actividad
que suprime el proceso de generacion o acumulacién de sustancias cristalinas que contienen calcio y fosfato como
composiciones en el tejido 6seo y en los tejidos blandos.

Ademds, la expresion “actividad reguladora del metabolismo de la vitamina D in vivo” indica una capacidad para
regular los cambios en las cantidades absolutas o en la relacién de abundancia de vitamina D existente in vivo o de
los metabolitos sintetizados in vivo a partir de la misma. La regulacién in vivo de la vitamina D y de los metabolitos
de la misma estd regida principalmente por (i) la absorcién o excrecion en el tracto intestinal y (ii) la reabsorcién o
excrecion en el rifién, seguida por (iii) la sintesis in vivo de la vitamina D, y (iv) la conversién metabdlica dirigida
principalmente por la reaccién de hidroxilacién. Los principales metabolitos conocidos resultantes de la conversion
metabdlica (iv) son los siguientes: 25-hidroxivitamina D que es producida por la hidroxilacién en la posicién 25 de
la vitamina D por la vitamina D-25-hidroxilasa; 1@,25-dihidroxivitamina D que es producida por la hidroxilacién en
la posicién la de la hidroxivitamina D por la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa; o la 24,25-dihidroxivitamina D
o la 24,25-trihidroxivitamina D que es producida por la introduccién de un grupo hidroxilo en la posicién 24 del
metabolito por la 24-hidroxilasa. La actividad de regulacién del metabolismo de la vitamina D puede representarse
como una actividad para regular una actividad enzimadtica, una expresién genética o cambios en los niveles de proteina
expresados de enzimas implicadas en la generacién 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 calcificacion y de la vitamina D

(1) Clonacion del ADN

Un ADN representado por ID. SEC. N° 1, que es uno de los ADN de la presente invencién, 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-
ficacién insuficiente de los tejidos dseos en asociacidn con la presencia de tumores, y se caracteriza porque la elimi-
nacién del tumor provoca la desaparicién de estos sintomas. Ha habido informes de que los extractos de los tumores
promueven la excrecién 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 consiguid una recuperacion significativa de la hipofosfatemia por la extirpacién quirdrgica del tumor.
Ademads, el tamafio del tumor en este caso era pequefio, con un didmetro de aproximadamente 1 cm. Basdndose
en una deduccién de que un tejido tan pequefio 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 mas 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 induccién de tal afeccién clinica.
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 especificamente abundantes en la biblioteca de ADNc del tumor
por un procedimiento de cribado diferencial.

A continuacion se identificaron las secuencias de nucleétidos de los fragmentos de ADNc obtenidos y se compa-
raron unas con otras. Posteriormente, basdndose en el solapamiento de las secuencias de nucledtidos, se prepararon
contigos para clasificar cada secuencia que se creia que era procedente del mismo gen. Las busquedas de homologia
se realizaron para las secuencias de nucleétidos obtenidas de ese modo con las secuencias de nucledtidos registradas
en Genbank que es la bases de datos proporcionada por National Center for Biotechnology Information (EEUU) (a
continuacién, en el presente documento, puede también denominarse “NCBI”). Por consiguiente, se obtuvo la secuen-
cia de nucledtidos que es especificamente abundante en la biblioteca de ADNc del tumor, es decir, una secuencia que
se extiende desde el nucledtido N° 1522 hasta el nucle6tido N° 2770 de la secuencia de nucleétidos representada por
ID. SEC. N° 1. Esta secuencia fue idéntica a una parte de la secuencia humana, 12p13 BAC RPCI11-388F6 registrada
en Genbank bajo de nimero de referencia ACO08012. Se cree que esta secuencia registrada representa una secuencia
parcial de la regién 12p13 de una secuencia del cromosoma humano. Aunque las localizaciones de los genes estimados
dentro de la secuencia registrada se mostraron con la informacién de la secuencia de nucleétidos, la secuencia que se
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extiende desde el nucle6tido N° 1522 hasta el 2770 de la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1 y
la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1 de la presente invencion no se incluyeron en ninguna de
las regiones especificadas de los genes estimados.

A continuacion se disefiaron las sondas y los cebadores de PCR basandose en la secuencia de nucleétidos que se
extiende desde el nucledtido N° 1522 hasta el 2770 de la secuencia de nucledtidos representada por ID. SEC. N° 1,
posteriormente se aislo y se identificé una secuencia de nucledtidos continua contenida en la biblioteca de ADNc del
tumor, obteniendo de ese modo la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1. La secuencia de nucled-
tidos de ID. SEC. N° 1 tenfa un marco de lectura abierto (a continuacién, en el presente documento, puede también
denominarse “ORF”) que codificaba un polipéptido constituido por una secuencia de aminodcidos representada por
ID. SEC. N° 2 que se deduce que tiene una sefial de secrecion. Los solicitantes han considerado que este es un poli-
péptido que tiene una secuencia nueva, porque la secuencia de aminoécidos del polipéptido no se ha registrado en las
bases de datos de secuencias de aminodcidos de Genbank. Después de una busqueda usando la secuencia de nucle6-
tidos representada por ID. SEC. N° 1 y la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 2, los solicitantes
han identificado una secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 9 y una secuencia de aminodcidos repre-
sentada por ID. SEC. N° 10, que se cree que son ort6logos murinos de la molécula. Como se describe a continuacion,
una proteina recombinante preparada seglin una secuencia de aminodcidos humana muestra actividad en ratones. Por
consiguiente, la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 2 se compar6 con la secuencia de aminoéci-
dos representada por ID. SEC. N° 10 o secuencia de longitud total murina (Biochem. Biophys. Res. Commun. 2000,
277 (2), 494-498), de modo que la presente invencion hace posible evaluar facilmente si las proteinas, en las que
un aminodcido diferente de los aminoéacidos conservados entre los dos ha sido sustituido, tienen actividad bioldgica
equivalente o similar a la del polipéptido de la presente invencion.

(2) Determinacion de la secuencia de nucleotidos

Se determina la secuencia de nucleétidos del ADN obtenido como se describié en (1) anteriormente. La secuencia
de nucledtidos puede determinarse por medio de técnicas conocidas, tales como el procedimiento de modificacién
quimica de Maxam-Gilbert o un procedimiento de terminacién de cadena de didesoxinucleétidos usando el fago M13.
Normalmente, la secuenciacion se realiza usando un secuenciador automatico (por ejemplo, el secuenciador de ADN
373A fabricado por PERKIN-ELMER).

La secuencia de nucleétidos del ADN se da como ejemplo en ID. SEC. N° 1, y la secuencia de aminodcidos del
polipéptido se da como ejemplo en ID. SEC. N° 2. Mientras el polipéptido constituido por la secuencia de aminodcidos
tenga actividad inductora de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad supresora de la
calcificacion o actividad reguladora de los metabolitos de la vitamina D, la secuencia de amino4cidos puede contener
una mutacion, tal como una delecidn, sustitucion o adicion de uno o varios aminodacidos.

Por ejemplo, pueden delecionarse 1 o varios aminodcidos, de preferencia 1 a 10, de mas preferencia 1 a 5 aminoa-
cidos de la secuencia de aminoécidos representada por ID. SEC. N° 2; pueden adicionarse 1 o varios aminoacidos, de
preferencia 1 a 10, de mds preferencia 1 a 5 aminodcidos a la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N°
2; o pueden sustituirse 1 o varios aminodcidos, de preferencia 1 a 10, de mds preferencia 1 a 5 aminoécidos con uno u
otros aminodcidos en la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 2.

Ademds, como procedimiento de sustitucion, puede realizarse la sustitucién conservadora dentro de una familia que
retenga hasta cierto punto las caracteristicas de los aminoécidos. Los ejemplos de familias clasificadas generalmente
seglin las caracteristicas de las cadenas laterales de los aminoécidos son los siguientes.

(i) Familia de aminodcidos 4cidos: dcido aspdrtico, dcido glutdmico.

(ii) Familia de aminodcidos bésicos: lisina, arginina, histidina.

(iii) Familia de amino4cidos no polares: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, trip-
téfano.

(iv) Familia de aminodcidos polares sin carga: glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina.
(v) Familia de hidroxiaminodcidos alifaticos: serina, treonina.

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

(vii) Aminodacidos alifaticos: alanina, valina, leucina, isoleucina.

(viii) Familia de aminoécidos aromadticos: fenilalanina, triptofano, tirosina.

(ix) Familia de amino4cidos hidréfobos: leucina, isoleucina, valina.

(x) Familia de aminodcidos pequefios: alanina, serina, treonina, metionina, glicina.
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Los ejemplos de sustitucidn son las secuencias que proceden de la secuencia de aminodcidos representada por
ID. SEC. N° 2 por la sustitucion de la 176* Arg y/o 179* Arg con uno u otros aminodcidos, de preferencia, Ala, Gln
o Trp, de modo que la escisioén esté inhibida o suprimida en las mismas. Ademads, el polipéptido también abarca un
polipéptido constituido por una secuencia de aminodcidos derivada de la secuencia de aminodcidos representada por
ID. SEC. N° 2 por la delecién de 10 o mas aminodcidos en el lado N terminal, en el lado C terminal o en ambos
lados (tipo delecion terminal). Los ejemplos de tales formas de delecidn terminal incluyen una secuencia derivada de
la secuencia de aminoécidos representada por ID. SEC. N° 2 por la delecién de 20, 40, 45 6 50 aminoécidos en el lado
C terminal y/o de 24 6 33 aminoécidos en el lado N terminal. Las formas de realizacién de los tipos delecion terminal
son como se muestran a continuacion.

Numero de aminoacidos
delecionados en el
extremo N terminal

NUmero de aminoacidos
delecionados en el
extremo C terminal

Posicion en la secuencia de
aminodcidos representada por ID.
SEC. N2 2 (Nucle6tido N2 en ID. SEC.

Ne 1)

34-251 (232-885)

34-231 (232-825)

34-211 (232-765)
( )
( )

33 en el lado N terminal Sin delecién

33 en el lado N terminal 20 en el lado C terminal

33 en el lado N terminal 40 en el lado C terminal

34-206 (232-750

34-201 (232-735

25-251 (205-885) (correspondiente al
12 hasta el 6812 en ID. SEC. N° 3y en
ID. SEC. N2 4)

25-231 (205-825)

25-211 (205-765)

25-206 (205-750)

25-201 (205-735)

33 en el lado N terminal 45 en el lado C terminal

33 en el lado N terminal 50 en el lado C terminal

24 en el lado N terminal Sin delecién

24 en el lado N terminal 20 en el lado C terminal

24 en el lado N terminal 40 en el lado C terminal

24 en el lado N terminal 45 en el lado C terminal

24 en el lado N terminal 50 en el lado C terminal

Sin delecién 20 en el lado C terminal 1-231 (133-825)
Sin delecién 40 en el lado C terminal 1-211 (133-765)
Sin delecién 45 en el lado C terminal 1-206 (133-750)
Sin delecién 50 en el lado C terminal 1-201 (133-735)

Ademads de los fragmentos parciales (fragmentos parciales del tipo delecion terminal) de la secuencia de aminoa-
cidos representada por ID. SEC. N° 2 anterior, el polipéptido abarca los fragmentos mutados procedentes de estos
polipéptidos del tipo delecion terminal por delecidn, sustitucion o adicién de uno o varios aminodcidos. Los nimeros
entre paréntesis que aparecen después de los niimeros de posicion de los aminodcidos mostrados en ID. SEC. N° 2 en
la lista anterior indican los nimeros de posicion de los nucleétidos en la secuencia de nucledtidos representada por
ID. SEC. N° 1. Por consiguiente, en el presente documento también se dan a conocer moléculas de ADN constituidas
por las secuencias de nucle6tidos mostradas por estas posiciones, o0 moléculas de ADN que hibridan bajo condiciones
rigurosas a estos ADN.

Para introducir una mutacién en al menos una parte de la secuencia de aminoacidos del polipéptido dado a conocer
en el presente documento, se utiliza una técnica que introduce una mutacién en la secuencia de nucledtidos de un ADN
que codifica el aminoécido.

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 segtin
los mismos. Por ejemplo, se introduce una mutacién basdndose en el procedimiento de mutagénesis dirigida al sitio
usando un oligonucleétido mutante como cebador. Ademads, también puede introducirse una mutacién 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.

Ademais, el ADN anterior también abarca un ADN que hibrida bajo condiciones rigurosas a una sonda preparada
a partir del ADN anterior (ID. SEC. N° 1, 3, 5, 7y 9) y que codifica un polipéptido que tiene actividad inductora

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 679 T3

de hipofosfatemia, actividad supresora del transporte de fosfato, actividad supresora de la calcificacién 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 nucleétidos continuos o mds de
la secuencia representada por ID. SEC. N°1,3,5,7 6 9.

En el presente documento, la expresion “condiciones rigurosas” satisface las condiciones de concentracion de
sodio de 750 mM o mads, de preferencia 900 mM o mds, y una temperatura de 40°C o mads, de preferencia 42°C. Espe-
cificamente, 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 42°C. Ademads, 6 x SSC significa NaCl 900 mM Yy citrato de
sodio 90 mM. La solucién de Denhardt (Denhardt) contiene BSA (albimina de suero de ternera), polivinilpirrolidona
y Ficoll 400. 50 x Denhardt esta constituido por una composicién de BSA al 1%, polivinilpirrolidona al 1% y Ficoll
400 al 1% (5 x Denhardt significa una concentracién de un décimo de 50 x Denhardt).

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

2. Vector recombinante que contiene el ADN y preparacion de transformante
(1) Preparacion del vector recombinante

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

Los ejemplos de ADN de plasmido incluyen los plasmidos procedentes de Escherichia coli (por ejemplo, pPBR322,
pBR325, pUC118 y pUC119), plasmidos procedentes de Bacillus subtilis (por ejemplo, pUB110 y pTP5), plasmidos
procedentes de levadura (por ejemplo, YEp13, YEp24 y YCp50). Un ejemplo de un ADN de fago es el fago lambda.
Ademads, pueden utilizarse vectores de virus de animales tales como retrovirus, adenovirus o virus vacunal, o vectores
de virus de insectos tales como baculovirus. Ademds, puede usarse un pldsmido de fusién 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 restriccién adecuada en primer lugar y unir el ADN escindido obtenido al vector insertando
el ADN escindido en un sitio de enzima de restricciéon o en un sitio de clonaciéon mdltiple 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 funcién. Al vector, ademds 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 sefial de empalme, una sefial de adicién de
poli A, un marcador de seleccion y la secuencia de unién de ribosomas (secuencia SD). Ademds, los ejemplos de
marcador de seleccién incluyen un gen de la dihidrofolato reductasa, el gen de resistencia a la ampicilina y el gen de
la neomicina-resistencia.

(2) Preparacion 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 estd especificamente limitado un huésped a
utilizar en el presente documento, a condicién 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. Ademas, 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 auténoma en las bacterias y que comprenda un promotor, la secuencia de unién de ribo-
somas, el ADN y la secuencia de terminacién de la transcripcién. Ademads, 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 condicién 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
disenado y modificado artificialmente, tal como un promotor tac. No estd especificamente limitado un procedimiento
a utilizar en el presente documento para introducir un vector recombinante en bacterias, a condicién de que sea un
procedimiento para introducir el ADN en bacterias. Los ejemplos de tales procedimientos incluyen un procedimiento
que usa i6n calcio y un procedimiento de la electroporacion.

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 estd especificamente limitado, a condicién de que
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pueda expresarse en la levadura. Los ejemplos de tales promotores incluyen un promotor gall, el promotor gallO0, el
promotor de la protefna del choque térmico, el promotor MFa 1, el promotor PHOS, el promotor PGK, el promotor
GAP, el promotor ADH y el promotor AOX1. No estd especificamente limitado un procedimiento para introducir un
vector recombinante en la levadura, a condicion de que sea un procedimiento para introducir el ADN en la levadura.
Los ejemplos de tales procedimientos incluyen un procedimiento de electroporacion, 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 hamster chino (células CHO), células L de ratén, células GH3 de rata, células FL. humanas, HEK293,
HeLa, Jurkat o similares. Como promotor, puede usarse también el promotor SRe, el promotor SV 40, el promotor
LTR, el promotor de S-actina o similares. Ademads, 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 electroporacion, el procedimiento de fosfato de calcio y el procedimiento de
lipofeccion.

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 lipofecciodn, el procedimiento de electroporacién 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 caracteristicas de ser un factor de secrecién nuevo que
es producido por tumores de la osteomalacia inducida por tumores. Las actividades bioldgicas predichas del factor
inductor de hipofosfatemia se han informado de la siguiente manera.

Efecto en la promocién de la excrecion 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.

Supresion de la actividad de transporte de fosfato de las células epiteliales de los tibulos 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.

Supresion de la actividad de la 25-hidroxivitamina D-1a-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 reabsorcién de fosfato en el rifion 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
bioldgica estd presente también en el XLH. Los hallazgos clinicos para los pacientes con XLH se caracterizan por
la hipofosfatemia con excrecidn 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 calcificacién en
los tejidos 6seos. Se ha mostrado que un gen responsable del XLH es un gen que codifica una proteina andloga a la
endopeptidasa, denominada PHEX. Recientemente, se ha mostrado que los ratones Hyp, los ratones mutantes natura-
les, que se sabe que expresan una caracteristica fenotipica similar a la de XLLH, tienen una delecion parcial en el gen
que codifica PHEX, sugiriendo de este modo que es valido determinar los ratones Hyp como modelo de XLLH en ratén
(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 aumentd la excrecion urinaria de fosfato. Por consiguiente, se ha
considerado que el factor humoral inductor de hipofosfatemia que existia en los ratones Hyp actuaba en los ratones
normales. Hasta ahora no ha quedado clara la relacién entre PHEX, que se espera que tenga una actividad de escisién
peptidica, y este factor inductor de hipofosfatemia desconocido. Sin embargo, se han propuesto algunas hipétesis con
respecto a una relaciéon 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). Segtn esta hipétesis, 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 estan elevados, y finalmente
el factor inductor de hipofosfatemia activo excede cuantitativamente el nivel normal. Se supone también que este fac-
tor inductor de hipofosfatemia actia de manera supresora en la actividad de transporte de fosfato de NPT2, que es uno
de los transportadores de fosfato en el rifién. 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. Segtin un estudio realizado por Cai
y col., se ha asumido que el peso molecular de un factor inductor de hipofosfatemia esta entre § kDa y 25 kDa (Cai,
Q. y col,, N. Eng. J. Med. 330: 1645-1649, 1994), mientras que Rowe y col. han propuesto proteinas de 56 kDa y 58
kDa como moléculas candidato. Recientemente, Rowe y col. han presentado una solicitud de patente (W099/60017)
para un polipéptido constituido por 430 residuos de aminodcidos 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 proteina que estaba originalmente presente y no se dio a conocer ninguna
actividad biolégica referida a la actividad inductora de hipofosfatemia. Recientemente se ha informado un polipéptido
correspondiente a la molécula integral segin se dio a conocer por el nombre de MEPE en esta patente, pero tampoco
se dio a conocer ninguna actividad de induccién de hipofosfatemia (Rowe, P.S.N. y col., Genomics 67: 54-68, 2000).
Ademds, no se ha reconocido ninguna similitud de secuencias ni estructural entre esta molécula y dicho polipéptido.

Como se describi6 anteriormente, se deduce la presencia de un factor fisiolégicamente 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. Ademds, como se describe a
continuacién, 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 calcificacién y la osteogénesis, y el producto es ttil como composicidn farmacéutica. Ademads, los solicitantes han
mostrado que el anticuerpo de la presente invencidn es ttil no sélo para la terapia, sino también para el examen clinico
y el diagndstico. Por otra parte, los solicitantes han mostrado que el ADN que codifica el polipéptido dado a conocer
en el presente documento es ttil para el diagndstico de enfermedades hereditarias y para el diagndstico polimérfico
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 nucledtidos N° 133 hasta 885 de la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC.
N° 1 en una célula huésped adecuada de una forma capaz ser expresada para preparar una célula transformante,
y a continuacién permitiendo que se exprese el ADN introducido en la célula transformante. Ademads, la cadena
polipeptidica que se produce de esta manera puede ser modificada por un mecanismo de modificacion proteica del
huésped, tal como la escision o la adicién de cadenas de azicares.

El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede obtenerse cultivando los transformantes anterio-
res, y recogiendo a continuacion del producto del cultivo. La expresion “producto del cultivo™ significa, ademds 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 condicién de que contenga una fuente de
carbono, una fuente de nitrogeno, sales inorgdnicas 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 almidén, dcidos orgdnicos tales como dcido acético o dcido
propionico y alcoholes tales como etanol o propanol. Los ejemplos de una fuente de nitrégeno incluyen el amoniaco,
las sales de amonio de 4cidos orgdnicos o inorgdnicos tales como cloruro de amonio, sulfato de amonio, acetato de
amonio o fosfato de amonio, u otros compuestos que contienen nitrégeno, y peptona, extracto de carne y licor de maiz.
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 agitacién o el cultivo con
aireacion y agitacion, a 37°C durante 4 a 48 horas. Durante un periodo del cultivo, el pH se mantiene dentro del inter-
valo de 6,0 a 8,0. El pH se ajusta utilizando dcidos inorgdnicos u organicos, disolucién alcalina o similares. Mientras
se realiza el cultivo, de ser necesario, pueden afiadirse antibiéticos al medio, tales como ampicilina o tetraciclina.

Cuando se cultiva un microorganismo transformado con un vector de expresién que usa un promotor inducible,
puede afadirse un inductor a un medio, de ser necesario. Por ejemplo, cuando se cultiva un microorganismo transfor-
mado con un vector de expresion que tiene el promotor T7 que puede inducirse con isopropil-8-D-tiogalactopirandsido
(IPTG), puede afiadirse al medio IPTG o similar. Ademds, cuando se cultiva un microorganismo transformado con un
vector de expresion que usa el promotor trp que puede inducirse con dcido indolacético (IAA), puede afiadirse 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 CO, al 5% a 37°C durante 1 a 10 dfas. Mientras se realiza
el cultivo, de ser necesario, pueden afiadirse antibidticos al medio, tales como kanamicina o penicilina. Después del
cultivo, cuando el polipéptido de la presente invencién se produce dentro de microorganismos o células, el polipéptido
diana se recoge por tratamiento con ultrasonido, por medio de ciclos repetitivos de congelacion descongelacion, tra-
tamiento de homogeneizando o similares para lisar los microorganismos o las células. Ademas, cuando el polipéptido
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dado a conocer en el presente documento se produce fuera de las bacterias o células, la disolucion del cultivo se utiliza
intacta, o se realiza una centrifugacion 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 bioquimicos generales para el aislamiento y la purificacion de proteinas, tales como la precipi-
tacioén con sulfato de amonio, la cromatografia en gel, la cromatografia de intercambio idnico y la cromatografia de
afinidad.

Como se describi6 anteriormente sobre el XLH, la PHEX, que se cree que es una endopeptidasa, tiene un signifi-
cado importante en la regulacion del factor inductor de hipofosfatemia. Por consiguiente, es posible que el polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. N° 2 pueda tener variadas actividades como resultado de otra
modificacién y escision. En este contexto, usando células CHO ras-clon 1 como huésped, se prepar6 una linea celular
clonada que produjo un polipéptido recombinante con seis His continuos en el extremo C terminal de la cadena poli-
peptidica. Esta linea celular qued6 depositada en el National Institute of Advanced Industrial Science and Technology,
Organismo Internacional de Depésito de Patentes (Chuo 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japén) (nimero de
referencia FERM BP-7273, fecha original del depdsito: 11 de agosto de 2000).

Cuando se examiné el polipéptido dado a conocer en el presente documento producido por la linea celular y
secretado en la disolucién del cultivo, se detectaron productos genéticos que tenian diferentes tamafios por medio de
transferencia Western usando un anticuerpo que reconocia la secuencia His-tag, como se muestra en la Figura 2. Las
proteinas correspondientes a las bandas respectivas se aislaron y se llevé a cabo la determinacién de las secuencias
de aminoécidos de los extremos N terminales. Por consiguiente, las secuencias de aminodcidos de los extremos N
terminales eran idénticas a la secuencia de aminodcidos del extremo N terminal representado por ID. SEC. N° 4 y
de la secuencia representada por ID. SEC. N° 8, respectivamente. Se considera que la proteina que tiene la primera
secuencia corresponde a una proteina de la que se ha eliminado la secuencia sefial, y la proteina que tiene la dltima
secuencia corresponde a una proteina escindida con una enzima, tal como una endopeptidasa.

Ahora, se conoce la furina como una de las enzimas proteoliticas que reconocen RXXR. En realidad, cuando
se expreso el polipéptido dado a conocer en el presente documento en una linea celular deficiente en furina, no se
detect6 ningtn fragmento. Ademas, cuando se expres6 conjuntamente una proteina @ 1-PDX recombinante que tenia
actividad de inhibicién 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 media por medio de un procedimiento de fraccionamiento con membranas
de didlisis. Es también razonable que la actividad pueda variar al convertir el polipéptido que tiene la secuencia de
aminodcidos de ID. SEC. N° 4 usado en la presente invencion en los polipéptidos resultantes de la escision entre el
residuo N° 179, Arg, y el residuos N° 180, Ser, de ID. SEC. N° 2.

El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene una actividad supresora del transporte de fosfato
en las células epiteliales de los tibulos 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 inorganico libre que esta
presente en la sangre es filtrado en los glomérulos de los rifiones, en los que aproximadamente del 80 al 90% del
fosfato inorgéanico es reabsorbido en el tibulo proximal renal.

Esta reabsorcion se realiza por transporte de fosfato por el transportador de fosfato dependiente de Na tipo II que
estd presente en el lado del lumen del tibulo 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 excrecion urinaria del
fosfato in vivo. Por consiguiente, puede considerarse que el polipéptido induce hipofosfatemia al ejercer su actividad
para suprimir la reabsorcion del fosfato en el rifién, en particular, el transporte de fosfato en las células renales de los
tubulos proximales, de modo que se espera que el polipéptido de la presente invencidn 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 homologia con el transportador de fosfato dependiente de Na tipo 11
que estd presente en el rindn. Resulta razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento también
pueda ser responsable de la supresion del transportador de fosfato dependiente de Na tipo IIb que estd presente en el
lado del lumen del tracto intestinal, de manera similar para el transportador de fosfato dependiente de Na tipo Il en el
rifién. 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 evalud por medio de un experimen-

to en el que se transplantaron las células recombinantes anteriores que expresaban el polipéptido por via subcutinea a
ratones atimicos.
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Las células trasplantadas en este experimento se cultivaron en el espacio subcutdneo de los ratones atimicos y,
posteriormente, se dejé que formaran tumores. El polipéptido dado a conocer en el presente documento producido y
secretado por la célula con la formacién tumoral se caracteriza porque es liberado en el liquido corporal de los ratones,
de modo que en este modelo animal puede reproducirse la liberacién 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 permitio la
generacion de tumores por el transplante con células CHO en las que no se habia introducido el ADN dado a conocer
en el presente documento, o con los ratones individuales que no habian generado tumores. Por consiguiente, se mostré
que el polipéptido tiene actividad inductora de hipofosfatemia. Ademads, se mostr6 también que la tasa de reabsorcién
de fosfato también disminuyd y que se habia suprimido la reabsorcién de fosfato en los rifiones. Por consiguiente, se
llegé a la conclusién 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 encontré hipocalcemia en los ratones trasplantados con
las células recombinantes que producian el polipéptido dado a conocer en el presente documento. Por consiguiente,
también se mostré 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 invencién en
ratones atimicos, se mostré que los niveles séricos de 1a,25-dihidroxivitamina D disminuyeron continuamente. Como
se describe en los Ejemplos 19 y 20, se mostré que cuando se administrd tres veces un polipéptido con mutaciones
introducidas o un polipéptido de longitud total de tipo natural a los ratones normales, los niveles séricos de 1,25-
dihidroxivitamina D disminuyeron en ambos casos. Ademds, como se describe en el Ejemplo 24, tras una Unica
administracién del polipéptido, se observaron niveles séricos disminuidos de 1a,25-dihidroxivitamina D durante varias
horas. Por consiguiente, es razonable que esta actividad que causa tal disminucién del nivel de 1a,25-dihidroxivitamina
D sea un efecto biolégico o fisioldgico principal del polipéptido dado a conocer en el presente documento.

Como se describié anteriormente, los niveles séricos de 1@,25-dihidroxivitamina D estdn regidos por la la-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 1a,25- dihidroxivitamina D estd acompafiado por fluctuaciones en la expresién de
estas enzimas metabdlicas. Ademads, como se describe en el Ejemplo 24, después de 1 hora de la administracién del
polipéptido, se observé disminucién de los productos de transcripcién del gen de la 1e-hidroxilasa, que es responsable
de la produccion de metabolitos activos de la vitamina D, y aumento de los productos de transcripcion del gen de la 24-
hidroxilasa, que cataboliza los metabolitos activos de la vitamina D. Los niveles séricos de 1@,25-dihidroxivitamina
D disminuyeron gradualmente después de estas fluctuaciones en la expresion, sugiriendo que el efecto del polipéptido
dado a conocer en el presente documento para disminuir los niveles séricos de 1a,25-dihidroxivitamina D se debe
al menos a la expresion suprimida del gen de la 1e-hidroxilasa y a la expresién aumentada del gen de la 24-hidro-
xilasa.

En cambio, en un experimento de transplante a largo plazo (de 44 a 46 dias después del transplante) en el que se
transplantaron células CHO que expresaban el polipéptido dado a conocer en el presente documento en ratones atimi-
cos como se describe en el Ejemplo 11, 1a expresion del gen de la 1a-hidroxilasa aumentd. Se demostré que los niveles
de PTH en el suero de ratén en este punto temporal estaban significativamente aumentados comparados con un grupo
de control. Por consiguiente, puede suponerse que la expresion aumentada del gen de la 1@-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 expresion del gen de la 24-hidroxilasa se mantuvo elevada, puede entenderse que el nivel elevado de PTH
no interfirié con la regulacién por medio del polipéptido dado a conocer en el presente documento de la expresion del
gen de la 24-hidroxilasa. Como se describe en el Ejemplo 11, los niveles de 1@,25-dihidroxivitamina D3 en el suero
no aumentaron aunque los ratones expresaron hallazgos clinicos graves andlogos al raquitismo o hipofosfatemia. Esto
sugiere el efecto de continuo aumento de la expresion 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 tibulo proximal renal (Cell, vo-
lumen 96, paginas 507-515, 1999). Aunque la presente memoria descriptiva no lo describe, en un experimento en el
que se habian transplantado células CHO que expresaban el polipéptido dado a conocer en el presente documento en
ratones atimicos, no se encontraron cambios significativos en el nivel de 25-hidroxivitamina D del suero. Ademais,
no se reconocié que la accién del polipéptido afectara la excrecion fraccionada (calculada con nivel urinario/nivel
sérico/TFG) de los principales electrolitos, tales como el sodio, el potasio o el cloruro, los principales aminodcidos
o la glucosa, respaldando el hecho de que la funcién de reabsorcion del tibulo renal no estaba deteriorada (T. Shi-
mada y col., Proc. Natl. Acad. Sci, en prensa). Por consiguiente, se asumié que el polipéptido dado a conocer en el
presente documento no disminuye los niveles de 25-dihidroxivitamina D del suero al inhibir la reabsorcién de la 25-
hidroxivitamina D en el tibulo renal, sino al actuar especificamente en la via sintética de la 1@,25-dihidroxivitamina
D.

Se sabe que el nivel sérico de la 1a,25-dihidroxivitamina D est4 significativamente disminuido en la osteomalacia
inducida por tumores. Ademads, en el raquitismo hipofosfatémico resistente a la vitamina D (XLH) o Hyp, el modelo
de ratones que expresa las alteraciones clinicas del XLH, los niveles séricos de la 1a,-25-dihidroxivitamina D estdn
dentro del intervalo normal o dentro de un intervalo algo inferior al limite mds bajo del intervalo normal, indepen-
dientemente de los niveles gravemente disminuidos de fosfato del suero. Se sabe también que la expresioén del gen
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de la 24-hidroxilasa estd aumentada en los ratones Hyp. En estas afecciones clinicas que desarrollan hipofosfatemia,
normalmente, a medida que disminuye el nivel de fosfato del suero, aumenta la expresion genética de la 1a@-hidro-
xilasa, aumentando de ese modo los niveles de 1@,25-dihidroxivitamina D del suero. Por consiguiente, se cree que
un fallo en cualquiera de los sistemas reguladores que desactive tal respuesta fisiolégica normal es al menos una de
las causas de las afecciones clinicas. Estos fendmenos son andlogos a las respuestas fisioldgicas observadas en los
ratones descritos en el Ejemplo 11, 19 6 20, sugiriendo fuertemente que el polipéptido de la presente invencion tiene
efecto en la disminucién de los niveles séricos de 1a,25-dihidroxivitamina D3 en las afecciones clinicas mencionadas
anteriormente.

Queda claro por las radiografias que se muestran en la Figura 5 que el grado de calcificacion en los tejidos 6seos
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 observé
deformacion del térax o similar, sugiriendo que el polipéptido tenia un efecto en la formacién del esqueleto.

Es decir, resulta razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento tenga un efecto de supresion
de la calcificacién de tejidos 6seos, o efecto de promocidn del reclutamiento de calcio y de fosfato de los tejidos 6seos.
Resulta también razonable que las disminuciones significativas en los niveles de fosfato y de calcio de la sangre causen
la supresidn secundaria de la calcificacion del tejido 6seo.

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 tibulo proximal renal (Lajeunesse, D. y col., Kidney Int. 50: 1531-1538, 1996). Ademas, se
ha informado que los osteoblastos de los ratones Hyp liberan factores supresores de la calcificacion (Xiao, Z. S., Am.
J. Physiol., E700-E708, 1998). Como se describi6 anteriormente, en el XLH y en la osteomalacia inducida por tumo-
res, los hallazgos clinicos tales como hipofosfatemia y la calcificacion insuficiente en los tejidos dseos se asemejan
mucho el uno al otro, y es probable que estos hallazgos clinicos estén inducidos por un tinico 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 calcificacién del hueso informadas en estos estudios de los ratones Hyp puedan estar causadas por el
mismo factor. Ademads, 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, ademds de la actividad inductora de hipofosfatemia, un efecto
de regulacién directa de la calcificacion de los tejidos 6seos no mediada por las anormalidades en el metabolismo del
calcio o del fosfato.

En el proceso de completar la presente invencion, ademas de un gen que codifica el polipéptido dado a conocer
en el presente documento, también se obtuvo la proteina 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-
tefna codificada por este gen tiene un papel importante, como proteina de la matriz extracelular de la dentina, en la
formacién de la matriz calcificada de la dentina. De manera similar, se obtuvo un gen que codificaba una proteina de
fosforilacion 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
caracteristicas comunes en que son proteinas de fosforilacion que tienen la secuencia del motivo RGD, son ricas en
serina y treonina que pueden fosforilarse, tienen alto contenido de dcido glutdmico y 4cido aspartico que son ami-
nodcidos 4cidos, y muestran caracteristicas de proteinas 4cidas intensas. Una region 4cida caracterfstica, 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 significacién fisiolégica o funcional. Se cree que la interaccion con el calcio y/o el fosfato inorgdnicos
tras el comienzo de la calcificacion es una de las funciones de tal proteina caracteristica. Se ha informado la expresién
del gen de la osteopontina en una diversidad de células, tales como en los macréfagos, ademds de los osteoblastos
y osteoclastos. Por otra parte, se ha informado recientemente la expresion de DMP-1 en tejidos 6seos, en particular
en osteocitos. Se conoce la expresion genética de MEPE en el tejido mieloide o en células del osteosarcoma tales
como Sa0S-2. El hecho que se haya encontrado una proteina de matriz tan 4cida en el tejido calcificado junto con el
polipéptido dado a conocer en el presente documento en el curso de la presente invencién representa un aspecto de un
tipo de efecto de dicho polipéptido. Especificamente, hay posibilidades de que dicho polipéptido induzca la expresién
de moléculas especificas de tejido calcificado que estan representadas por las moléculas anteriores, de modo que el
polipéptido regule la calcificacion, el metabolismo del calcio y el metabolismo del fosfato de una manera cooperativa,
o que la molécula inducida regule de manera secundaria la calcificacién, 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 metabdlicas
del hueso representadas, por ejemplo, por la osteoporosis.

Recientemente, se ha mostrado que aparecen células con fenotipo andlogo a osteoblastos en sitios de calcificacion
ectdpica, sugiriendo que la calcificacion puede tener lugar por el mecanismo similar al del proceso de calcificacién
en tejido 6seo. Por consiguiente, es también razonable que el polipéptido dado a conocer en el presente documento
sea eficaz en la terapia de la calcificacion ectdpica al suprimir la aparicién o la funcién de tales células a cargo de la
calcificacion.
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El polipéptido anterior puede modificarse. Por ejemplo, el polietilenglicol, dextrano, poli (N-vinil-pirrolidona),
homopolimero de polipropilenglicol, copolimero de 6xido de polipropileno/6xido de etileno, poliol polioxietilado,
alcohol polivinilico y similares se seleccionan adecuadamente para el uso. Como procedimiento de modificacion,
puede utilizarse cualquier técnica conocida. Por ejemplo, una de tales técnicas se da a conocer en la Publicacion de
Patente JP (traduccion del PCT) N° 10-510980.

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

Un anticuerpo de la presente invencion reacciona especificamente con el polipéptido constituido por ID. SEC. N°
4. En la presente invencion, el término “anticuerpo” significa la molécula completa del anticuerpo o el fragmento del
mismo (por ejemplo, fragmento Fab o F(ab’),) 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 invencion puede prepararse seglin un procedimiento convencional. Por ejemplo, el
anticuerpo puede prepararse por cualquier procedimiento in vivo, que implica la inmunizacién de animales una vez
o varias veces (inmunizacién estimulada) en un intervalo de varias semanas usando un antigeno junto con un adyu-
vante, o un procedimiento in vitro, que implica el aislamiento de inmunocitos y la sensibilizacién de los inmunocitos
usando un sistema de cultivo adecuado. Los ejemplos de inmunocitos capaces de producir el anticuerpo de la presente
invencion incluyen las células del bazo, células de las amigdalas y células linfoides.

Un polipéptido para ser utilizado como un antigeno no tiene que ser el polipéptido anterior completo. Puede usarse
una parte del polipéptido como antigeno. Para usar un péptido corto como antigeno, en particular, un péptido que
tiene una longitud tan corta como aproximadamente 20 residuos de aminoécidos, tal péptido se une por medio de
modificacién quimica o similar a una proteina vehiculo con alta antigenicidad, tal como la hemocianina de lapa o la
albimina 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 ntcleo de lisina, en lugar de una proteina vehiculo (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 hidréxido de aluminio
o similares. Como los animales a los que administrar un antigeno, se utilizan, por ejemplo, ratones, ratas, conejos,
ovejas, cabras, pollos, ganado vacuno, caballos, cobayas y hamsteres.

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 combinacién apropiada de precipitacién con
sulfato de amonio, cromatografia de intercambio anidnico y cromatografia de proteinas 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 purificacién 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 inoculacion intraperitoneal de los hibrido-
mas en los animales. Como células progenitoras, pueden usarse lineas celulares establecidas que estdn generalmente
disponibles de un animal, tal como un ratén. Una linea celular de preferencia para utilizar en el presente documento
tiene selectividad por farmacos, y tiene una caracteristica tal que no puede sobrevivir en medio de seleccion HAT (que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina) cuando estd en estado sin fusionar, pero puede sobrevivir solamente
en su estado fusionado con las células productoras de anticuerpos. Los ejemplos de tales lineas 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 especificas para preparar anticuerpos monoclonales son las siguientes.

El polipéptido o el fragmento del mismo, preparado como se describié anteriormente, se administran como anti-
geno al animal anterior. La dosificacién de antigeno por animal es de 1 a 100 ug cuando se utiliza un adyuvante. La
inmunizacidn se realiza principalmente por inyeccion intravenosa, subcutdnea o intraperitoneal. Ademads, el intervalo
de inmunizacién no esté especificamente limitado. En un intervalo de varios dias a varias semanas, de preferencia de
1 a 3 semanas, la inmunizacién se realiza de 1 a 10 veces, de preferencia de 2 a 5 veces. De 1 a 10 dias més tarde, de
preferencia de 1 a 4 después de la fecha de la inmunizacidn final, se recogen las células productoras de anticuerpos.

Para obtener hibridomas, se realiza la fusién celular de las células productoras de anticuerpos y las células proge-
nitoras (células de mieloma). La fusion 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 10° a 1 x 10® células por ml de células productoras de anticuer-
pos con 1 x 10° a 2 x 107 células por ml de células de mieloma (una relacién de preferencia de células productoras de
anticuerpos a células de mieloma es 5:1), y realizando la reaccién de fusién en presencia de un agente promotor de
la fusién celular. Como agente promotor de la fusion celular, puede usarse el polietilenglicol o similares que tengan
un peso molecular medio de 1000 a 6000 Dalton. Ademads, las células productoras de anticuerpos y las células de
mieloma pueden también fusionarse con un dispositivo de fusién celular comercial usando estimulacién eléctrica (por
ejemplo, electroporacion).
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Después del tratamiento para conseguir la fusion celular, los hibridomas de interés se seleccionan de las células. La
suspension de células se diluye de manera apropiada en, por ejemplo, medio RPMI-1640 que contiene suero fetal de
ternera, inoculado en una placa de microvaloracién a una concentracién de aproximadamente 5 x 10° células/pocillo. El
medio de seleccidn se afiade a cada pocillo, y a continuacidn se realiza el cultivo intercambiando de manera adecuada
el medio de seleccion. Como resultado, pueden obtenerse como hibridomas células que han proliferado aproximada-
mente 14 dias tras el comienzo del cultivo en el medio de seleccion. 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 segtin un procedimiento habitual, y el procedimiento
de cribado no estd especificamente limitado. Por ejemplo, se recoge una parte del sobrenadante del cultivo contenido
en los pocillos en los que crecen los hibridomas y a continuacién 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 ingenieria celular, los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse también por técnicas
de ingenieria genética. Por ejemplo, tales genes de anticuerpos pueden también amplificarse y obtenerse por PCR
(reaccion 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 proteina de fusién en la superficie.

La determinacién cuantitativa de la cantidad del polipéptido dado a conocer en el presente documento in vivo
usando el anticuerpo de la presente invencidon hace posible dilucidar la relacién entre el polipéptido y los estados
clinicos de diversas enfermedades. Por otra parte, el anticuerpo puede aplicarse al diagndstico o a la terapia y puede
utilizarse para realizar la purificacion por afinidad eficaz del polipéptido.

Se asume que hay algunas enfermedades cuyas causas residen en una disminucién de los niveles de 1@,25-dihi-
droxivitamina D inducidos por la accién excesiva del polipéptido de la presente invencién. Por ejemplo, aunque el
raquitismo hipofosfatémico resistente a la vitamina D (XLH) desarrolla hipofosfatemia grave, no se encuentra aumen-
to en los niveles de 1a,25-dihidroxivitamina D3 del suero. Se cree que la razén es la anormalidad en grupos de genes
de enzimas que metabolizan la vitamina D. En esta enfermedad, puede estar implicada la accién excesiva del poli-
péptido dado a conocer en el presente documento. En Hyp, que es un modelo de XLH en ratén, se ha informado la
expresion aumentada del gen de la 24-hidroxilasa. Esto concuerda con el efecto del polipéptido de inducir la expresién
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 1a,25-dihidroxivitamina D3 del suero. Un ejemplo de una enfermedad que presenta hallazgos clinicos
similares a los del XLH es el raquitismo hipofosfatémico autosémico 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, basdndose en su localizacién en el cromosoma. Recientemente, se ha analizado
un gen responsable del ADHR y se ha informado que la enfermedad estd causada por una mutacién sin sentido en
el gen que codifica el polipéptido. Los solicitantes han aclarado ademds que esta mutacién confiere resistencia frente
a la escisién enzimadtica 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. EIl ADHR desarrolla osteomalacia, metabolismo mine-
ral desordenado y metabolismo de la vitamina D desordenado. Por consiguiente, entre las enfermedades metabdlicas
de los huesos que estan estrechamente relacionadas con tal ruta metabdlica, 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 1@,25-dihidroxivitamina D, se conoce la supresion de la diferen-
ciacion en adipocitos. Se sabe que los adipocitos aumentan en la médula 6sea con la edad. En este caso, puede haber
aumento de la diferenciacién en adipocitos de las células precursoras comunes de osteoblastos, adipocitos y células
del estroma que mantienen la hematopoyesis que estén presentes en la médula dsea. Es razonable suponer que en este
proceso, el polipéptido dado a conocer en el presente documento pueda actuar excesivamente en la disminucién local
de los niveles de 1a,25-dihidroxivitamina D. Por consiguiente, puede esperarse que el uso del anticuerpo contra el
polipéptido permita aumentar los niveles de 1a,25-dihidroxivitamina D en la sangre o locales, suprima la diferencia-
cién en adipocitos y mejore la capacidad disminuida de formacién de hueso o de hematopoyesis. Ademds, 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 inmunoldgico de determinacién cuantitativa como por ejemplo el ELISA combinado
con el uso del anticuerpo contra el polipéptido. Por consiguiente, puede establecerse el intervalo normal fisioldgico
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 segin la medicién por medio del procedimiento
anterior.
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5. Composicion farmacéutica
(1) Composicion farmacéutica que comprende el polipéptido

El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composicién farmacéutica para las
enfermedades con niveles desfavorablemente elevados de fosfato en la sangre. En la insuficiencia renal crénica, los
niveles disminuidos de excrecion de fosfato del rifion dan como resultado elevados niveles de fosfato en la sangre. La
hiperfosfatemia agrava ademads las funciones renales y promueve la secrecién de hormona paratiroidea de las glan-
dulas paratiroideas, induciendo de ese modo el hiperparatiroidismo secundario. Esta enfermedad provoca picor de la
piel, asi como la absorcién disminuida del Ca desde el tracto intestinal por la sintesis desordenada de 1a,25-dihidro-
xivitamina D3 en el rifién. Ademads, el estado de sobresecrecion de hormona paratiroidea por la retencién del fosfato
de la sangre promueve la movilizacién del Ca de los tejidos dseos. Cuando este estado continda, se produce osteitis
fibrosa o hiperplasia de las gldndulas paratiroideas, que es una de las afecciones clinicas 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
crénica en una etapa en la que se mantiene la funcién urinaria, el polipéptido dado a conocer en el presente documento
tiene una actividad en la correccién de los niveles de fosfato de la sangre al suprimir el transportador de fosfato de-
pendiente de Na tipo II que estd presente en las células epiteliales de los tibulos proximales renales promoviendo la
excrecion de fosfato en la orina (actividad supresora del transporte de fosfato). Ademads, el polipéptido puede corregir
los niveles de fosfato de la sangre actuando en el tracto intestinal de un modo similar al de los rifiones suprimien-
do el transportador de fosfato dependiente de Na tipo IIb y reduciendo de ese modo la absorcién de fosfato en el
cuerpo.

El polipéptido puede utilizarse también como composicién farmacéutica para las enfermedades resultantes de
metabolismo anormal del calcio y del metabolismo anormal del fosfato. La expresién “metabolismo anormal del
calcio” indica un estado en el que los niveles de calcio del suero se desvian de intervalo clinico normal definido, o
un estado en el que los niveles de calcio del suero estan dentro del intervalo normal, pero las funciones del rifién,
tracto intestinal, tejido 6seo y gldndulas paratiroideas estin 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 1@,25-dihidroxivitamina D3 o la calcitonina exhiben valores anormales. Ademas, la expresién
“metabolismo anormal del fosfato” indica un estado en el que los niveles de fosfato del suero se desvian del intervalo
clinico normal definido, o un estado en el que los niveles de fosfato del suero estdn dentro del intervalo normal, pero
las funciones de equilibrio del fosfato estdn anormalmente aumentadas o disminuidas en el rifidn, el tracto intestinal y
el tejido dseo.

La osteodistrofia renal junto con el anterior hiperparatiroidismo secundario toma diversas formas clinicas, tales
como la enfermedad 6sea adindmica, la osteitis fibrosa o el tipo mixto de las mismas. Contra el hiperparatiroidismo
secundario, por lo general se utiliza 1a,25-dihidroxivitamina D3, 1a-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 continuacion, en el presente documento, puede denominarse también “terapia de pulsos
de vitamina D”’) que implica administrar dosis altas de 1a,25-dihidroxivitamina D3 o 1a@-hidroxivitamina D3. El nivel
normal de hormona paratiroidea del suero es de 65 pg/ml o menos. Cuando los niveles de la hormona paratiroidea
estdn en los niveles normales en este estado de enfermedad, se produce la enfermedad dsea adindmica, que es una
forma de osteodistrofia renal. Por otra parte, cuando los niveles de la hormona paratiroidea aumentan, se produce la
osteitis fibrosa, que es contraria a la afeccion clinica 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 invencidn 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.
Ademais, se ha informado que en pacientes con osteomalacia inducida por tumores, la 1@,25-dihidroxivitamina D3 cae
por debajo del limite de deteccién. Por consiguiente, también puede deducirse que el polipéptido de la presente inven-
cion puede estar implicado en la regulacién de la actividad de la 1@,25-dihidroxivitamina D3. Es razonable suponer
que en la osteodistrofia renal con la anterior regulacién anormal o actividad deteriorada de la hormona paratiroidea,
el polipéptido dado a conocer en el presente documento pueda utilizarse en la fabricacién de una composicién farma-
céutica clinicamente 1til para la enfermedad 6sea adindmica o la osteitis fibrosa. Por consiguiente, resulta razonable
que la administracién del polipéptido proporcione una terapia 1til para la osteitis fibrosa o para la enfermedad désea
adindmica, que son contrarias una a la otra, en la osteodistrofia renal.

Ademés, el polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composicién farmacéutica
para la calcificacién ectépica. La calcificacidn de tejidos diferentes de los tejidos 6seos causa dafios en las funciones
biolégicas. En particular, la disfuncién debida a la calcificacién del corazén o de los vasos sanguineos es potencial-
mente mortal. Un factor de riesgo de esta calcificacién ectdpica es un aumento en el niveles de productos de los iones
de calcio y de los iones de fosfato de la sangre (a continuacion, 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 afeccién clinica de la hiperfosfatemia, el producto de calcio y fosfato
puede aumentar causando la calcificacidn ectdpica. La calcificacion del sistema cardiovascular en los pacientes de
hemodidlisis es un problema serio. El polipéptido dado a conocer en el presente documento tiene una actividad en la
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disminucion 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 calcificacion ectdpica junto otras diversas enfermedades.

Ademis, el polipéptido anterior segun se define en ID. SEC. N° 4 puede utilizarse en la fabricacién de una composi-
cion farmacéutica contra enfermedades metabdlicas de los huesos. El polipéptido tiene una fuerte actividad reguladora
para el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el metabolismo de la calcificacién 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 1a,25-dihidroxivitamina D3. La calcitonina tiene una actividad en la disminucién del calcio
del suero, y la hormona paratiroidea y la 1a,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 excrecion de fosfato a la orina, y también
se ha informado que la calcitonina tiene actividad similar. La 1@,25-dihidroxivitamina D3 tiene una actividad en la
promocién de la absorcién del fosfato del tracto intestinal. Como se describié 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-
nay la l@,25-dihidroxivitamina D3 se utilizan como agentes terapéuticos para la osteoporosis. Ademds, la hormona
paratiroidea estd siendo desarrollada como farmaco terapéutico para la osteoporosis.

El metabolismo 6seo se caracteriza porque el catabolismo y anabolismo de los tejidos dseos, es decir, la resorcién
osea y la formacion de hueso, estdn acoplados. La administracién continua con la hormona paratiroidea provoca la
disminucién de la masa ésea. Sin embargo, cuando se deja que actie de manera intermitente, se sabe que la hormona
paratiroidea promueve la formacién de hueso. Puesto que el polipéptido tiene un efecto en la regulacién del metabo-
lismo del calcio y del metabolismo del fosfato, puede esperarse que el polipéptido sea eficaz contra las enfermedades
metabdlicas de los huesos, que incluyen la osteoporosis, cuando se selecciona un procedimiento adecuado para usar
el polipéptido.

Ademas, el polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse como composicion farmacéutica
para las enfermedades o afecciones clinicas con niveles desfavorablemente elevados de 1a,25-dihidroxivitamina D en
el suero, o para afecciones clinicas con respuestas fisioldgicas desfavorables inducidas por la 1@,25-dihidroxivitamina
D.

Se sabe que la 1a,25-dihidroxivitamina D actda en las gldndulas paratiroideas suprimiendo la secrecién de la hor-
mona paratiroidea (PTH). Por consiguiente, una terapia, que se ha establecido clinicamente para el hiperparatiroidismo
secundario en la insuficiencia renal crénica, en particular para los casos con altos niveles de PTH en el suero, implica
la administracion intermitente de una alta concentracién de 1a,25-dihidroxivitamina D. Una desventaja de esta terapia
es que induce facilmente la calcificacién ectdpica. En los pacientes con insuficiencia renal crénica con altos niveles de
fosfato en el suero, con frecuencia se observa calcificacién desfavorable en ejidos diferentes de los tejidos éseos por
la administracién de 1a,25-dihidroxivitamina D. Puesto que el polipéptido utilizado segtin las reivindicaciones tiene
un efecto en la promocién de una rapida disminucién de la 1a,25-dihidroxivitamina D en el suero durante varias horas
después de la administracién del polipéptido, el polipéptido es ttil en la terapia y en la prevencidon de la calcificacién
ectOpica causada por los niveles excesivos de 1,25-dihidroxivitamina D.

Por otra parte, la administracion intermitente de altas concentraciones de 1@,25-dihidroxivitamina D provoca su-
presion excesiva de la secrecién de PTH, de modo que puede inducir la enfermedad 6sea adindmica que desarrolla
afecciones clinicas tales como el bloqueo del metabolismo dseo. Para tal caso, puede esperarse que la administracién
del polipéptido dado a conocer en el presente documento provoque la disminucién de la 1@,25-dihidroxivitamina D
en suero, promueva la secrecién adecuada de PTH en las gldndulas paratiroideas y proporcione la recuperacion de la
enfermedad 6sea adindmica.

Para la calcificacién de vasos sanguineos, se ha informado la implicacién de la 1a,25-dihidroxivitamina D como
factor promotor de la calcificacién. El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse de manera
terapéutica o profildctica contra afecciones clinicas asociadas con la calcificaciéon de vasos sanguineos, tales como
la arteriosclerosis debida al envejecimiento, la angiopatia diabética, o la calcificacién del sistema cardiovascular en
pacientes sometidos a didlisis.

Se sabe que la absorcion de calcio del tracto intestinal es promovida por la 1a,25-dihidroxivitamina D del suero.
El polipéptido dado a conocer en el presente documento puede utilizarse segtin las reivindicaciones para corregir la
hipercalcemia disminuyendo los niveles de 1@,25-dihidroxivitamina D del suero. Los ejemplos de una causa de hi-
percalcemia incluyen la sobreproduccion de PTH debida al hiperparatiroidismo primario, una alta concentracion de
1a@,25-dihidroxivitamina D junto con granuloma crénico, tal como la sarcoidosis o la tuberculosis, o la resorcién dsea
acelerada por PTHrP producida por tumores malignos. En la hipercalcemia causada principalmente no sélo por exce-
siva la,25-dihidroxivitamina D, sino también por excesiva PTH o PTHrP, puede esperarse que la administracién del
polipéptido dado a conocer en el presente documento provoque la disminucién del nivel de 1@,25-dihidroxivitamina D
en el suero, para mejorar la hipercalcemia. En particular, los macréfagos activados en el granuloma crénico, tal como
en la sarcoidosis o en la tuberculosis, tienen actividad 1a-hidroxilasa y producen excesivamente 1a,25-dihidroxivita-
mina D3. Se espera que el polipéptido dado a conocer en el presente documento disminuya directamente esta actividad
la-hidroxilasa.

Se sabe que la 1@,25-dihidroxivitamina D promueve la diferenciacién de osteoclastos, y se espera que la adminis-
tracién del polipéptido dado a conocer en el presente documento suprima la resorcién 6sea. Se sabe que, in vitro, la
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l@,25-dihidroxivitamina D es un potente factor inductor de la diferenciacion de osteoclastos. La excesiva resorcién
dsea por los osteoclastos provoca osteopenia, representada por la osteoporosis. En tales enfermedades, para las que
se observa promocion de la resorcion 6sea, se espera que el polipéptido restablezca recambio éseo a la condicién
normal disminuyendo de manera transitoria los niveles de 1a,25-dihidroxivitamina D del suero. Ademds de suprimir
la diferenciacion de osteoblastos in vitro, se ha sugerido también que la 1a,25-dihidroxivitamina D es un factor de
supresion de la formacién 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 1a,25-dihidroxivitamina D, sea eficaz contra las enfermedades metabdlicas
del hueso con masa 6sea disminuida. Ademas, ha habido un informe que confirmaba que la administracién de 24,25-
dihidroxivitamina D, que es uno de los metabolitos de la vitamina D3, provoca el aumento de la masa 6sea. La 24,25-
dihidroxivitamina D es un producto de la hidroxilacién 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 expresién del gen
de la 24-hidroxilasa, puede esperarse que la administracion de este péptido provoque el aumento de los niveles de
24,25-dihidroxivitamina D de la sangre, y que aumente la masa dsea en afecciones clinicas en enfermedades 6seas,
tales como la osteoporosis o la displasia esquelética.

Se sabe que la PTH tiene un potente efecto de promocion de la resorcidn ésea. Sin embargo, el recambio 6seo puede
estimularse por la administracién intermitente de PTH, y finalmente, puede quedar expresado un efecto de aumento de
la masa 6sea. Las actividades fisioldgicas o bioldgicas del polipéptido dado a conocer en el presente documento que se
han mostrado hasta ahora incluyen: un efecto de regulacion de la 1a,25-dihidroxivitamina D; efectos de regulacién de
los niveles de calcio del suero y de fosfato del suero; y un efecto de regulacion de la calcificacion. Por consiguiente, es
razonable que pueda regularse el recambio 6seo permitiendo que el polipéptido actie con eficacia en los tejidos 6seos.
Por consiguiente, puede esperarse que el polipéptido sea eficaz contra la osteoporosis postmenopausica con aumento
del recambio 6seo y la osteoporosis senil con disminucién del recambio 6seo. 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 inmunoquimico representado por el ELISA combinado con el uso de uno o mds anticuerpos contra el
polipéptido.

Por consiguiente, puede establecerse el intervalo fisiol6gico normal del polipéptido dado a conocer en el presente
documento, y pueden aclararse los grupos de enfermedades con niveles del polipéptido que se desvian 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 segin las mediciones realizadas por el procedimiento anterior.

(2) Composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo de la presente invencion

El anticuerpo de la presente invencidon puede utilizarse como composicién 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 mas 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. N° 4. Puede esperarse que la administracién del anticuerpo neutralizante contra el polipép-
tido anterior mejore los sintomas de la osteomalacia inducida por tumores. Ademads, puesto que se cree que el factor
inductor de hipofosfatemia y el factor supresor de la calcificacién 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 invencion puede utilizarse como una composicién farmacéutica para las enfermedades
con metabolismo anormal del calcio o del fosfato, o enfermedades metabdlicas 6seas asociadas con la presencia del
polipéptido representado por ID. SEC. N° 4 en una cantidad excesiva. Como se describi6 anteriormente, en pacientes
con insuficiencia renal crénica o en hemodidlisis, 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 sobreproduccién o a la acumulacién de los polipéptidos anteriores. Se ha mostrado que el polipéptido segtin se
define en ID. SEC. N° 4 regula el metabolismo del hueso. Por consiguiente, es razonable que puedan también existir
enfermedades metabdlicas Oseas que estén causadas por la presencia de cantidades excesivas del polipéptido segtin se
define en ID. SEC. N° 4. En este caso, puede esperarse que las afecciones clinicas 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 invencion incluyen al
menos un tipo de enfermedad dsea, tales como la osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia
renal, las enfermedades Gseas asociadas a la didlisis, la osteopatia con hipocalcificacidn, la enfermedad de Paget y la
osteomalacia inducida por tumores. En el presente documento, la enfermedad 6sea puede ser una tnica enfermedad,
una de sus complicaciones, o la enfermedad dsea complicada con cualquier enfermedad diferente de las enfermedades
mencionadas anteriormente.
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(3) Protocolo de administracion

Una composicién farmacéutica que contiene el polipéptido segin se define en ID. SEC. N° 4 o el anticuerpo neu-
tralizante del mismo, como ingrediente activo, puede contener vehiculos y aditivos farmacéuticamente aceptables.
Los ejemplos de tales vehiculos y aditivos incluyen agua, disolvente orgdnico farmacéuticamente aceptable, coldgeno,
alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero de carboxivinilo, alginato de sodio, dextrano hidrosoluble, carbo-
ximetil almidén sédico, pectina, goma de xantano, goma ardbiga, caseina, gelatina, agar, glicerina, propilenglicol,
polietilenglicol, vaselina, parafina, alcohol estearilico, dcido estedrico, albiimina 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 items anteriores solos o combinacién dependiendo de la forma de dosificacién
utilizada de la presente invencion.

Cuando el polipéptido o el anticuerpo de la presente invencion se utilizan como un agente profil4ctico o terapéutico
para las enfermedades dseas, el sujeto para el que se usa el polipéptido o el anticuerpo no estd especificamente limitado.

El polipéptido segtin se define en ID. SEC. N° 4 puede utilizarse como composicién farmacéutica que es capaz de
regular el metabolismo del calcio, el metabolismo del fosfato, el metabolismo de la calcificacion o de la vitamina D
en los organismos.

El anticuerpo de la presente invencién puede utilizarse especificamente para tratar o para prevenir al menos un
tipo de enfermedad dsea, tal como la osteoporosis, el raquitismo resistente a la vitamina D, la osteodistrofia renal, las
enfermedades Oseas asociadas a la didlisis, la osteopatia con hipocalcificacion, la enfermedad de Paget, la osteomalacia
inducida por tumores, como se describi6 anteriormente. La enfermedad 6sea, para la que puede utilizarse el polipéptido
o el anticuerpo de la presente invencion, puede ser una Unica enfermedad, una de sus complicaciones o la enfermedad
6sea complicada con cualquier enfermedad diferente de las enfermedades mencionadas anteriormente.

Un agente profilactico o un agente terapéutico que contenga el polipéptido segtin se define en ID. SEC. N° 4 o el
anticuerpo de la presente invencién puede administrarse por via oral o parenteral en el caso del polipéptido, y por via
parenteral en el caso del anticuerpo.

Cuando el polipéptido segtin se define en ID. SEC. N° 4 se administra por via oral, la forma farmacéutica a aplicar
del mismo puede ser una preparacién sélida, tal como un comprimido, granulo, polvo o pildora, o una preparacién
liquida, tal como un farmaco liquido o un jarabe, o similares. En particular, un granulo y un polvo pueden formularse
en una forma de monodosis, es decir, una cdpsula. En el caso de una preparacion liquida, puede formularse en un
producto seco que se vuelve a disolver para el uso.

De estas formas farmacéuticas, una preparacion sélida para administracion oral contiene normalmente en su com-
posicion aditivos, que son por lo general de uso farmacéutico, tales como un aglutinante, un excipiente, un lubricante,
un agente disgregante o un agente humectante. Ademads, una preparacién liquida para administraciéon oral contiene
normalmente en su composicién aditivos, que son por lo general de uso farmacéutico, tales como un estabilizador, un
tampon, corrector, un conservante, un agente aromatizante o un colorante.

Cuando el polipéptido o el anticuerpo de la presente invencion se administran por via parenteral, pueden formularse
en una inyeccion, supositorio o similares.

En el caso de una inyeccidn, se proporciona normalmente en una ampolla monodosis o en un envase para multiples
dosis, o puede estar en forma de polvo que se vuelve a disolver, cuando se utiliza, en un vehiculo 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 suspensién. Los ejemplos de procedi-
mientos de inyeccion incluyen el goteo por infusidn intravenosa, la inyeccidn intravenosa, la inyeccién intramuscular,
la inyeccion intraperitoneal, la inyeccidn subcutdnea o la inyeccién intradérmica. Ademds, las dosis difieren segtn la
edad del sujeto, la via de administracion y la frecuencia de dosificacién, y pueden variarse ampliamente.

En este caso, la dosis eficaz a administrar es una combinacion de la dosis eficaz del péptido o del anticuerpo de la
presente invencién con un diluente adecuado, y un vehiculo de uso farmacolégico, en el caso del polipéptido, es de
0,01 a 100 ug, de preferencia de 0,5 a 20 ug/administracion/kg de peso corporal. Ademads, en el caso del anticuerpo,
la dosis eficaz es de 0,1 ug a 2 mg, de preferencia de 1 a 500 ug/administracién/kg de peso corporal.

6. Agente de diagndstico de la enfermedad

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

El anticuerpo de la presente invencidn se utiliza para la deteccién o la determinacion cuantitativa del polipéptido
dado a conocer en el presente documento o de los metabolitos que estdn presentes en sangre u orina, de modo que

puede aclararse la relacion entre el polipéptido dado a conocer en el presente documento y las afecciones clinicas, y
el anticuerpo puede aplicarse como agente de diagndstico para las enfermedades asociadas.
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La expresion “enfermedad asociada” significa una enfermedad d6sea o una enfermedad que desarrolla al menos
una anormalidad entre: metabolismo anormal del calcio, metabolismo anormal del fosfato, calcificacién 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 dseas asociadas a la didlisis, la osteopatia con
hipocalcificacion, la enfermedad de Paget, la insuficiencia renal, la pérdida renal de fosfato, la acidosis tubular renal y
el sindrome 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 segtin se define en ID.
SEC. N° 4 en la sangre o la orina medidos por estos procedimientos pueden ser indicadores para un nuevo criterio
clinico. Por ejemplo, cuando un paciente con raquitismo muestra niveles altos en sangre del polipéptido segtin se de-
fine en ID. SEC. N° 4 comparado con un sujeto normal, puede sospecharse fuertemente el XLH o el ADHR. Ademas,
basdndose en cambios en los niveles en sangre del polipéptido segtin se define en ID. SEC. N° 4, puede realizarse el
pronéstico de un progreso a hiperparatiroidismo secundario en un paciente con insuficiencia renal crénica.

Para la osteomalacia inducida por tumores resulta, por lo general, con frecuencia dificil encontrar un tumor. Sin
embargo, el uso del anticuerpo de la presente invencion permite establecer medidas de diagndstico ttiles. Por ejemplo,
cuando un paciente sin antecedentes familiares de raquitismo o de osteomalacia muestra niveles en sangre significa-
tivamente mds altos del polipéptido segtin se define en ID. SEC. N° 4 comparado con un individuo normal, puede
sospecharse osteomalacia inducida por tumores.

(2) ADN

La deteccién de ADN anormal de un paciente con metabolismo anormal del fosfato o metabolismo anormal del
calcio, o de un paciente con una enfermedad metabdlica 6sea hace posible diagnosticar y prevenir la enfermedad.

Una busqueda de la secuencia de nucledtidos del ADN en las bases de datos de secuencias de nucleétidos de
Genbank revela que la secuencia de nucleétidos (bajo la forma de tres fragmentos) coincide de con una secuencia de
12p13 BAC RPCI11-388F6 humano (Nimero de referencia AC008012). Esta fragmentacién indica que la secuencia
de nucleétidos 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 nucleétido 498° hasta el 12966°
de una secuencia representada por ID. SEC. N° 11 o sus fragmentos parciales. La sustitucion, insercion o delecién
de nucleétidos dentro del intervalo provoca aumento, disminuciéon o desaparicién de las actividades bioldgicas y
fisiolégicas 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 6seo y el metabolismo de la vitamina D. Por
consiguiente, cuando se muestra polimorfismo o mutacién genética por la sustitucién, insercion, delecién y similares
de nucleétidos parciales de la secuencia de nucledtidos representada por ID. SEC. N° 11 o zonas parciales de la misma
(por ejemplo, una secuencia desde el nucledtido 498° hasta el 12966°), se hace posible el diagnéstico y la prevencién de
una enfermedad que contenga metabolismo anormal del calcio y metabolismo anormal del fosfato, o una enfermedad
que desarrolle metabolismo éseo anormal, o una enfermedad que desarrolle metabolismo anormal de la vitamina D.

Ahora, se ha informado que el gen responsable del ADHR estd presente en el locus 12p13 como resultado del
andlisis 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 estd presente dentro de un intervalo de 18 cM entre los
marcadores de microsatélites D12S100 y D12S397. Los solicitantes han confirmado la localizacién en la que esta pre-
sente el ADN dado a conocer en el presente documento en el cromosoma comparando con la localizacién informada.
La regién en la que estd presente el ADN que codifica el polipéptido dado a conocer en el presente documento era
idéntica a la regién en la que estd presente el gen responsable del ADHR. Basdndose en las actividades biol6gicas
del polipéptido dado a conocer en el presente documento y en la localizacién 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 cromosémicos de los componentes celulares y, a continuacién, encontrando mutaciones en la secuencia de
nucleétidos dentro de la regién representada por ID. SEC. N° 11. Por consiguiente, el gen que tiene la anterior regién
de la secuencia de nucleétidos se utiliza como agente de diagndstico para el raquitismo hipofosfatémico autosémico
dominante, el raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X, la enfermedad hipofosfatémica de los huesos, la
osteoporosis y similares.

Entre el ex6n 1 y el exén 2 de la region del ADN que codifica el polipéptido dado a conocer en el presente
documento que han especificado los solicitantes, estd presente la secuencia STS, que se ha registrado en Genbank del
NCBI bajo de niimero de referencia G19259. Se cree que este marcador es muy importante en el estudio de la relacién
entre el ADN vy los caracteres hereditarios.

La presente invencion traerd un gran cambio en la comprensién del metabolismo convencional del calcio, el me-
tabolismo del fosfato, el metabolismo 6seo y el metabolismo de la vitamina D. Por consiguiente, se da a conocer un
progreso retrasado hacia el estadio de hemodidlisis en la insuficiencia renal crénica, o un procedimiento terapéutico y
un procedimiento de diagndstico nuevos para las enfermedades asociadas al metabolismo del fosfato y al metabolismo
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del calcio y para enfermedades metabdlicas del hueso. Ademads, la presente invencién es también util para mejorar o
respaldar los procedimientos terapéuticos existentes.

Breve descripcion de dibujos

La figura 1 incluye fotografias que muestran los productos de amplificacién analizados usando electroforesis en
agarosa. Para estudiar la especificidad tumoral de OST311, se llevé a cabo la PCR usando, como moldes, la primera
hebra de ADNc extraido de tejidos tumorales y la primera hebra de ADNc extraido de tejidos dseos de control, y
usando cebadores especificos de OST311 representados por ID SEQ N° 22 y 23, y cebadores especificos de G3PDH
representados por ID SEQ N° 26 y 27.

La figura 2 es una fotografia que muestra que se detect6 OST311 recombinante realizando la transferencia Western
para las fracciones de elucién que se habian preparado sometiendo OST311 recombinante a purificacién por afinidad
usando resina de niquel, y a continuacién aislando y purificado por medio del uso de resina de intercambio catiénico
fuerte SP-SPW.

La figura 3A muestra los resultados de los sitios predichos del polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos
representada por ID. SEC. N° 2, que son adecuados para la preparacién de un anticuerpo del péptido, usando una
funcién de cédlculo del programa MacVector versién 6.5.1.

La figura 3B muestra los resultados de la predicciéon del grado de hidrofobicidad del polipéptido que tiene la
secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 2 usando la funcién de cédlculo del programa MacVector
version 6.5.1.

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

La figura 5 incluye imagenes de rayos X que muestran la radiografia 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 alineacién de la secuencia de aminodcidos entre el polipéptido OST311
humano y el polipéptido OST311 de ratén.

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 corazén de cada individuo
en los dias 44 a 46.

La figura 8 incluye fotograffas que muestran la comparacién de los niveles de expresién del cotransportador de
sodio y fosfato (NaPi-7) segin la medicién realizada por el procedimiento de transferencia Western. Especificamente,
se prepararon membranas de ribete en cepillo de células epiteliales de tiibulos proximales de los rifiones extirpados
de los individuos con carga tumoral de CHO-OST311H, y de los individuos sin carga tumoral, y a continuacién se
compararon los niveles de expresion de NaPi-7 por el procedimiento de transferencia Western.

La figura 9A incluye fotograffas 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 rifiones se recogieron de
los ratones sacrificados en los dias 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 9B incluye fotografias 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 dias 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 9C incluye fotografias que muestran cambios en los niveles de ARNm, detectados por medio de transfe-
rencia Northern, de enzimas que metabolizan la vitamina D (Ia«OHasa, 240OHasa) en los rifiones de los ratones. Los
rifiones se recogieron de los ratones sacrificados en los dias 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 10 muestra imdgenes de radiografias que muestran los fémures recogidos de los ratones sacrificados en
los dias 44 a 46 después del transplante del tumor.

La figura 11A incluye graficos que muestran comparaciones de los niveles de fosfato del suero y los niveles de
calcio del suero, en el dia 2 después del transplante, entre PBS, ratones atimicos (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 +/- desviacion estandar.
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La figura 11B incluye graficos que muestran comparaciones de los niveles de fosfato del suero y los niveles de
calcio del suero, en el dia 6 después del transplante, entre PBS, ratones atimicos (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 +/- desviacion estandar.

La figura 12 incluye fotografias que muestran los resultados obtenidos purificando el sobrenadante del cultivo de
células CHO-OST311H y sometiendo las fracciones de elucidn a transferencia Western usando anticuerpo anti-His6
y anticuerpo anti péptido OST311 (311-114). El panel izquierdo muestra la deteccion 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
fotografias del gel) se utilizaron para un examen de dosis Unica realizado en ratones normales.

La figura 13 incluye fotografias que muestran cortes submineralizados tefiidos con Villanueva-Goldner. Las sec-
ciones submineralizadas eran de la metafisis proximal de la tibia extraida de ratones trasplantados con células CHO-
OST311H y de ratones sin carga tumoral.

La figura 14 incluye fotografias que muestran los resultados de la realizacion de transferencia Northern para los
productos de genes de enzimas que metabolizan la vitamina D en los rifiones 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 proteina OST311H recombinante de longitud total a ratones normales. La figura 15B incluye graficos que
muestran los niveles de fosfato del suero en cada punto temporal de extraccién de sangre y la Fig. 15C incluye gréficos
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 proteina OST311H recombinante de longitud total a ratones normales. La figura 16B incluye graficos que
muestran los niveles de fosfato del suero en cada punto temporal de extraccion sangre y la Fig. 16C incluye graficos
que muestran los niveles de calcio del suero en los mismos momentos.

La figura 17 es una fotografia que muestra la proteina recombinante detectada en un sobrenadante del cultivo
cuando se someti6 a transferencia Western el sobrenadante del cultivo de células CHO-OST311RQH productoras de
OST311RQH recombinante mutante y de células rapidas OST311RQH/pEAK.

La figura 18A muestra el programa del tiempo de un experimento en el que se administr6 OST311RQH recombi-
nante mutante a ratones normales. La figura 18B incluye gréficos que muestran los niveles de fosfato del suero en cada
punto temporal de extraccion de sangre y la Fig. 18C incluye graficos que muestran los niveles de calcio del suero en
los mismos momentos.

La figura 19A muestra los niveles de fosfato del suero en el dia 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 fotografias 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 combinacién
de 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311, cuando se construy6 el ELISA sdndwich usando estos
anticuerpos policlonales.

La figura 21B es un gréfico de las relaciones entre las concentraciones de OST311H recombinante purificado y
los valores de medicién 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 deteccién.

La figura 22A muestra la expresiéon de NaPi-7 renal analizada por transferencia Western a la hora, 3 y 8 horas
después de la administracion de la proteina OST311 recombinante o del vehiculo a los ratones. La figura 22B muestra
la expresion de NaPi-7 analizada por transferencia Northern usando ARN total de rifién 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 administracién de la proteina OST311 recombinante o de un vehiculo a los ratones.

La figura 24 muestra la expresion del gen de la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa (1a«OHasa) o de la 25-

hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa) analizada por transferencia Northern usando ARN total de rifién a la
hora, 3 y 8 horas después de la administracién de la proteina OST311 recombinante o de un vehiculo a los ratones.
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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 sanguineo en el dia 3 después del transplante en un grupo trasplantado con células
CHO-ras clon-1.

La figura 26 muestra la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos de His-OST311 recombinante
codificado por el plasmido OST311/pET2S8, y la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos de MK-OST311
recombinante codificado por el plasmido pET22-MK-OST311.

La figura 27 muestra un patrén de elucién cuando se sometié His-OST311 recombinante replegado a la purificacion
por HPLC usando la columna de intercambio catiénico SP-5PW (TOSOH, Jap6n).

La figura 28 muestra un patrén de elucién cuando se sometié MK-OST311 recombinante replegado a la purifica-
cién por HPLC usando la columna de intercambio catiénico SP-SPW (TOSOH, Japdn).

La figura 29 muestra un patrén de elucién cuando se sometié MK-OST311 recombinante PEGilado a la purifica-
cién por HPLC usando la columna de intercambio catiénico SP-5PW (TOSOH, Jap6n).

La figura 30 incluye gréaficos que muestran los niveles de fosfato del suero a las 8 6 9 horas después de una tinica
administracion de (A) Escherichia coli productora de His-OST311 recombinante o (B) MK-OST311 recombinante
PEGilado.

La figura 31 muestra los resultados del andlisis por el procedimiento de transferencia Northern en los cambios en
la expresion del gen de la enzima que metaboliza la vitamina D en el rifién a la hora y 4 horas después de una unica
administracién 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 tnica administracion de Escherichia coli productora de His-OST311 recombinante.

La figura 33 muestra un OST311 recombinante mutante detectado por transferencia Western, cuando se introdujo
la mutacién en los aminodcidos N° 174 a 180 de OST311 y posteriormente se expresé el gen en células pEAK para
secretar el OST311 recombinante mutante en el sobrenadante celular.

El mejor modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencién se describird mds especificamente por medio de los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no
tienen la intencidn de limitar el alcance de la presente invencién.

Ejemplo 1
Construccion de la biblioteca de ADNc humano de tumores procedentes de osteomalacia inducida por tumores

Se homogeneizaron tejidos tumorales congelados por medio de nitrégeno liquido en 5 ml de disolvente ISOGEN
(NIPPON GENE, Japén) y a continuacién se prepararon aproximadamente 0,13 mg de ARN total segtin el manual del
fabricante. E1 ADNc se sintetiz6 a partir de 1,5 ul del ARN total usando un kit de preparacién de bibliotecas de ADNc
SMART (CLONTECH, EEUU) segtin el manual del fabricante. A continuacién, en el presente documento, este ADNc
se denomina ADNc#2. El adaptador de EcoR I se uni6 a este ADNc#2, y posteriormente se insertd en el vector de fago
7ZAPII (STRATAGENE, EEUU) que se habia digerido previamente con una enzima de restriccién EcoR 1. Usando un
kit de empaquetamiento de fagos Gigapack III Gold (STRATAGENE, EEUU), se construy6 una biblioteca de fagos de
tumores de osteomalacia inducida por tumores segtin el manual del fabricante. La biblioteca obtenida contenia un total
de aproximadamente 600.000 clones independientes. Ademads, se dej6 que la anterior biblioteca de fagos infectara la
cepa XLI-Blue MRF’ de Escherichia coli y a continuacién se vertié sobre 20 placas de petri (15 cm). Las placas de
petri se incubaron a 37°C durante 10 horas para la formacién de placas. Todas las placas se extrajeron en un tampén
SM, de modo que se construy¢ la biblioteca de fagos de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores.

Ejemplo 2
Implementacion para el cribado positivo de ADNc de tumores
Esquema

El hecho de que la osteomalacia inducida por tumores sea curable suprimiendo quirdrgicamente un tumor sugiere
una posibilidad de expresion alta y especifica del gen causante en los tumores. Ademds, se ha informado hasta ahora
que los tumores de la osteomalacia inducida por tumores con frecuencia estan constituidos por células mesoblasticas,
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 especificamente y de manera importante solamente
en tejidos tumorales. Por consiguiente, como se describe a continuacidn, se realiz6 un cribado positivo para el que
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se aplicé una técnica de sustraccion de ADNc. Se realizé la sustraccion de ADNc derivado de tejido tumoral y de
ADNCc aislado de un tejido 6seo como control, para enriquecer un grupo de genes que se expresen especificamente
y de manera importante solamente en tejidos tumorales, pero que no se expresen en tejidos éseos. La hibridacién se
realiz6 para la biblioteca de fagos de ADNc de tumores usando el grupo de ADNc sustraido como sonda, obteniendo
de ese modo los fragmentos genéticos expresados especificamente en tumores.

(1) Construccion del ADNc de tejido éseo humano de control

Se homogeneizaron tejidos 6seos humanos congelados por medio de nitrégeno liquido en 5 ml de disolvente
ISOGEN (NIPPON GENE, Japén) y a continuacién se prepararon aproximadamente 0,011 mg de ARN total segtin el
manual del fabricante. E1 ADNCc se sintetiz6 a partir de 3 ul del ARN total usando un kit de preparacion de bibliotecas
de ADNc SMART (CLONTECH, EEUU) segtin el manual del fabricante. A continuacion, en el presente documento,
este ADNc se denomina ADNc#4.

(2) Sustraccion del ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores y del ADNc de tejido oseo de control

Para enriquecer un gen expresado de manera importante en ADNc#2 descrito en el Ejemplo 1, se llevé a cabo la
hibridacién de ADNc#2 y ADNc#4 descrito en el Ejemplo 2 (1) usando un kit de sustraccién de ADNc PCR-Select
(CLONTECH, EEUU) segtn el manual del fabricante, sustrayendo de ese modo los fragmentos del gen contenidos
en ADNc#4 del ADNc#2. A continuacién se amplific el ADNc#2 sustraido por PCR segtin el manual del fabricante,
obteniéndose de ese modo que un grupo de ADNc sustraido (A).

Por otra parte, por las caracteristicas del kit de sustraccion, para realizar su procedimiento de hibridacién solamente
dos veces, que es menos que en los procedimientos de las técnicas comunes, es dificil sustraer totalmente por medio de
este kit los genes que estan presentes en mucha cantidad en ambos sujetos. Por consiguiente, cuando la hibridacién de
la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores se realiza solamente con el grupo de ADNc
sustraido (A) como sonda, los genes que no pueden sustraerse totalmente se obtienen también como clones positivos.
Por consiguiente, el ADNc#2 fue sustraido del ADNc#4 descrito en el Ejemplo 2 (1) por el mismo procedimiento, y
posteriormente se amplific6 el ADNc#4 sustraido por PCR, preparando de ese modo un grupo de ADNc sustraido (B)
como sonda de control. La hibridacion de la biblioteca de ADNc del tumor respectivamente con el grupo de ADNc
sustraido (B) y el grupo de ADNCc sustraido (A) previamente descrito, y la comparacién de ambas sefiales hicieron
posible aislar los fragmentos del gen contenidos especificamente en tumores de osteomalacia inducida por tumores.

(3) Hibridacion 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 inoculd la E. coli infectada nuevamente para formar 3.000
placas por placa de petri (15 cm) y a continuacién se incubé a 37°C 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 inmovilizacién de ADN segtin el manual
del fabricante, y a continuacién se llevo a cabo el cribado usando el ADNc sustraido (A) descrito en el Ejemplo 2 (2)
y el ADNCc sustraido (B) como sondas, respectivamente.

La marcacién de las sondas, la hibridacién y la deteccidn de las sefiales se realizé usando el sistema Alphos Direct
(Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) segtin el manual del fabricante. El ADNCc sustraido (A) y el ADNc sustraido
(B) descrito en el Ejemplo 2 (2) se utilizaron como sondas en una cantidad de 100 ng de cada uno, y a continuacién
se marcaron las sondas con fluorescencia segin los protocolos. Las sondas se afiadieron respectivamente a 50 ml del
tamp6n de hibridacién 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 habfan transferido las placas se hibridaron respectivamente y se lavaron segtin los
protocolos. Después del lavado, los filtros de nailon se sometieron a la reaccién de luminiscencia, se expusieron a una
pelicula ECL (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) durante 2 horas, se revelaron con un procesador automatico
(FUJI FILM, Japén) y a continuacién se analizaron los resultados.

Como resultado, se seleccionaron visualmente las placas independientes colocadas en una porcién que se quemaron
fuertemente tras la exposicion cuando se utilizé como sonda el ADNc sustraido (A), pero que no se quemaron cuando
se us6 el ADNCc sustraido (B), se retiraron raspando de la placa de petri y a continuacién se suspendieron en 0,5 ml de
tamp6n SM. Las suspensiones se dejaron en reposo a 4°C durante 2 horas o mds, extrayendo de ese modo los fagos.

(4) Andlisis de la secuencia de nucledtidos del clon positivo

Usando 0,5 ul de la disolucién de fagos obtenida en el Ejemplo 2 (3) que contenia clones positivos como molde,
cebador T7 (TAATACGACTCACTATAGGG) (ID. SEC. N° 24) y cebador T3 (ATTAACCCTCACTAAAGGGA) (ID.
SEC. N° 25) que eran secuencias internas del vector del fago, y polimerasa LA-taq (TAKARA SHUZO, Japén), se
realiz6 la PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo (proceso) constituido por 96°C durante 30 segundos, 55°C durante
30 segundos y 72°C durante 30 segundos. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al
0,8%. Los clones para los que se observo una tnica banda nitida se secuenciaron por medio del secuenciador de ADN
ABI377 (PE Applied Systems, EEUU) usando fragmentos de la amplificacién por PCR como moldes.
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Cuando se observaron dos bandas nitidas, se extrajeron respectivamente los productos de PCR de cada porcién del
gel de las bandas correspondientes usando el kit de extraccién QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Alemania) y a
continuacion se secuenciaron por medio del secuenciador de ADN ABI377.

Como resultado de la hibridacién 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 nucleétidos de todas estas placas.

Ejemplo 3
Reduccion de los genes candidatos del factor inductor de hipofosfatemia humano

Se llevé a cabo la busqueda de homologia para la informacion de las secuencias de 456 clones positivos obtenida
en el Ejemplo 2 frente a las secuencias de nucleétidos registradas en Genbank, la base de datos de secuencias de
nucledétidos proporcionada por el NCBI. Como resultado, se obtuvo un grupo de genes que se presentan en la Tabla
1 como genes existentes que habian aparecido con frecuencias altas. Ademds, como resultado de la busqueda en
las bases de datos, hay 100 clones de fragmentos genéticos desconocidos de los que se desconocen las actividades
biolégicas. En cuanto a la informacién de las secuencia de nucleétidos de estos fragmentos genéticos desconocidos,
los solapamientos entre clones se extrajeron ademds como informacién de la frecuencia. Entre ellos, se obtuvo el gen
con solapamiento mds frecuentemente, la secuencia de OST311 constituida por 7 clones que formaban se manera
secuencial un contigo. La secuencia de nucledtidos obtenida en este momento se extendia desde el nucle6tido N° 1522
hasta el 2770 de ID. SEC. N° 1. Cuando se realiz6 una bisqueda para el fragmento del gen de OST311 sobre las bases
de datos existentes, no estaba registrado como ADNc o EST, y correspondia solamente con una secuencia genémica.
La secuencia gendmica relevante es AC008012, y ya se habia informado que estaba localizada en el locus 12p13 en
el cromosoma. Sin embargo, no se encontré una regiéon que codificara una proteina (ORF) dentro de la secuencia
obtenida, de modo que se predijo que la secuencia correspondia a una regién 3’ sin traducir. Por consiguiente, se
realizé la clonacién del ADNc de longitud total de la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por
tumores. Ademads, se uso la funcién de prediccion de ORF del programa DNASIS-Mac version 3.7 para predecir el
ORF.

TABLA 1
ID del Clon | Frecuencia Descripcion
OST 131 236 Proteina 1 de la matriz de dentina
(DMP-1)
OST 1 35 Proteina 90 de choque térmico
(HSP90)
OST 2 13 Osteopontina
OST 311 7 Desconocida/ADN gendémico 12p13
OST 1001 4 Antigeno CD44
OST 584 3 Fibronectina
OST 666 3 Proteina tumoral reguladora de la
traduccién
OST 133 2 Beta 2 microglobulina
OST 837 2 Factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF)
OST 562 2 Anexina Il/lipocortina Il
OST 1002 2 Subunidad 2 de la citocromo ¢
oxigenasa
OST 1003 2 Estatmina
OST 1004 2 Desconocida
OST 903 2 Desconocida
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Ejemplo 4
Clonacion de OST311 de longitud total

Basandose en la secuencia de OST311 obtenida en el Ejemplo 3, se sintetizaron los siguientes cebadores. A con-
tinuacion, se realiz6 la PCR, usando una disolucién 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 96°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos.

311-U65: TCTGTCTCGCTGTCTCCC (ID. SEC. N® 12)
311 -L344: CCCCTTCCCAGTCACATTT (ID. SEC. N® 13)

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, se confirmé la amplificacion de los
productos de PCR de tamafios predichos, y a continuacién 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) segtin el manual del fabrican-
te. A continuacién, se realizé la hibridacién 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. Basdndose en la secuencia de nucleétidos del producto resultante de la PCR, se sintetizé un cebador
311-L296 (ID. SEC. N° 14, GGGGCATCTAACATAAATGC). Una vez mds, la hibridacién en placa para 20.000 clones
de biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores se realizé usando como sondas los productos
de PCR amplificados usando los cebadores 311-U65 (ID. SEC. N° 12) y 311-L344 (ID. SEC. N° 13). Para 62 clones
positivos, se determind la secuencia de nucleétidos de un producto de PCR amplificado usando los cebadores T7y 311-
L296 (ID. SEC. N° 14). La secuencia determinada se unié a las secuencias de nucledtidos que se habian determinado
hasta el momento. Por consiguiente, se obtuvo la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1. Result6
claro que el ORF de OST311 comienza desde un codén de iniciacion localizado en el nucleétido N° 133 de ID. SEC.
N° 1. Ademads, se sintetizaron los siguientes cebadores para determinar finalmente la secuencia del ORF.

311-F1: AGCCACTCAGAGCAGGGCAC (ID. SEC. N 15, Nucleédtidos N2 112 a 131)
311-F2: GGTGGCGGCCGTCTAGAACTA (ID. SEC. N? 16, Secuencia de vector)
311-F3: TCAGTCTGGGCCGGGCGAAGA (ID. SEC. N 17, Nucleétidos N® 539 a 559)
311-L1: CACGTCAAGGGGTCCCGCT (ID. SEC. N° 18, Nuclettidos N° 689 a 708)
311-L3: TCTGAAATCCATGCAGAGGT (ID. SEC. N2 19, Nucleotidos N° 410 a 429)
311-L5: GGGAGGCATGGGATAGGCTC (ID. SEC. N° 20, Nucleétidos N° 200 a 220)
311-L6: CTAGATGAACTGGCGAAGGG (ID. SEC. N° 21, Nucleétidos N° 868 a 888)

Usando los cebadores 311-F2 (ID. SEC. N° 16) y 311-L6 (ID. SEC. N° 21), la biblioteca de ADNc de tumores
de osteomalacia inducida por tumores como molde y la polimerasa de ADN Pyrobest (TAKARA SHUZO, Japén), se
realiz6 la PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo (proceso) constituido por 96°C durante 30 segundos, 55°C durante
30 segundos y 72°C durante 30 segundos.

Cuando se sometieron los productos de PCR a la electroforesis en gel de agarosa al 2%, se confirmé un fragmento
unico de aproximadamente 980 pares de nucledtidos. A continuacién se determiné la secuencia de nucleétidos del
fragmento amplificado usando los cebadores anteriores (ID. SEC. N° 15 a 21). La regién ORF determinada de ese
modo (ID. SEC. N° 1)) que codifica el polipéptido representado por ID. SEC. N° 2 se colocd entre el codén de iniciacién
ATG localizado en el nucleétido N° 133 y el codén de terminacion TAG localizado en el nucle6tido N° 886 de ID.
SEC. N° 1.

Ejemplo 5
Especificidad de OST311 contra el tumor de la osteomalacia inducida por tumores

Para estudiar la especificidad tumoral de OST311, se realizé la PCR durante 35 ciclos usando como moldes los
ADNCc de primera hebra extraidos de tejidos tumorales y de tejidos dseos de control, y usando los cebadores especificos

de OST311 que se muestran a continuacién (ID. SEC. N° 22 y 23). Cada ciclo de PCR es un proceso constituido por
96°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. Ademds, se afiadid DMSO en ambas
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disoluciones de reaccién para tener una concentracién final de 2%, y se usé la polimerasa de ADN LA-taq (TAKARA
SHUZO, Japén) como enzima. Ademds, como patrén interno, se realizé la PCR bajo condiciones similares usando
cebadores especificos para G3PDH (directo “FW”: ACCACAGTCCATGCCATCAC (ID. SEC: N° 26), inverso “RV™:
TCCACCACCCTGTTGCTGTA (ID. SEC. N° 27)).

311F1EcoRl: CCGGAATTCAGCCACTCAGAGCAGGGCACG (ID. SEC. N2 22)
311LHisNot: ATAAGAATGCGGCCGCTCAATGGTGATGGTGATGATGGATGAACTTGGCGAA
(ID. SEC. N¢ 23)

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 tamafos predichos solamente
cuando se utiliz6 el tejido tumoral como molde. En cambio, cuando se usaron los cebadores de G3PDH, se observaron
los productos de PCR con los tamafios predichos en el mismo nivel en ambos casos, en los tejidos tumorales y en los
tejidos 0seos de control. A partir de estos resultados, se confirmd la expresion de OST311 especifica de tejido tumoral.

Ejemplo 6
Aislamiento de las células CHO que expresan OST311 de manera estable
(1) Construccion del vector de expresion de OST311

Usando los cebadores 311F1EcoRI (ID. SEC. N° 22) y 311LHisNot (ID. SEC. N° 23) mostrados en el Ejemplo
5 y la biblioteca de ADNc de tumores de osteomalacia inducida por tumores, se realiz6 la PCR durante 35 ciclos,
estando cada ciclo (proceso) constituido por 96°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30
segundos. Ademads, se afiadi6 DMSO a la disolucién de reaccién para tener una concentracion final de 2%, y se usé la
polimerasa de ADN LA-taq (TAKARA SHUZO, Japén) como enzima. El cebador 311F1EcoRI se hibrid6 al nimero
al nucle6tido N° 111 de ID. SEC. N° 1 localizado secuencia arriba de la secuencia de Kozak, y el cebador 311LHisNot
se hibrid6 al nucle6tido N° 871 de ID. SEC. N° 1. Puede amplificarse una regién que codifica el polipéptido de longitud
total representado por ID. SEC. N° 2 realizando la PCR usando ambos cebadores. Ademas, el cebador 311LHisNot
contiene una secuencia de nucledtidos que afiade seis residuos de histidina después del aminodcido N°251 de ID. SEC.
N° 2 y también afiade un coddén de terminacién después del Gltimo codén de histidina. Por consiguiente, la proteina
recombinante traducida tiene una secuencia marcadora His6 en el extremo C terminal, de modo que es ttil para el
reconocimiento de un recombinante por medio de un anticuerpo y para la purificacién del recombinante usando resina
de niquel.

Después de la digestién con las enzimas de restriccién EcoR 1y Not 1, el producto de PCR se unié al vector
plasmidico pcDNA3.1Zeo (INVITROGEN, EEUU) para la expresion en células animales que se habian digerido con
EcoR 1y Not 1 de manera similar. El vector recombinante obtenido de ese modo se introdujo en la cepa DHS« de
Escherichia coli. Se cultivé la E. coli en 3 ml de medio LB que contenifa ampicilina 100 mg/ml, y a continuacién
se purificé el pldsmido usando el kit de purificaciéon de plasmidos GFX (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU).
La secuencia del gen insertado se determiné por un procedimiento convencional. Por consiguiente, se confirmé que la
secuencia era idéntica a una porcion equivalente de ID. SEC. N° 1, y que se habia afiadido una secuencia de nucleétidos
que codificaba la secuencia marcadora His6 inmediatamente antes del codén de terminacion.

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

Se digirieron aproximadamente 20 ug del pldsmido, al que se le habia insertado la porcién ORF de OST311
preparada en el Ejemplo 6 (1), con una enzima de restriccién Fsp I para escindir un sitio del gen de resistencia
a la ampicilina dentro del vector. A continuacidn, se sometié el vector escindido a la precipitacién con etanol y
posteriormente se disolvié en 10 ul del agua ultrapura. Posteriormente, se introdujo el volumen total de la disolucién
en las células huésped por una electroporacion 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 cm? (CORNING, EEUU) que contenfa medio MEMa suplementado con
FCS al 10% a 37°C bajo CO, al 5% y humedad del 100% hasta que las células crecieron hasta cubrir aproximadamente
el 90% del area 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 plasmido digerido con Fsp I, y a continuacién se enfriaron en hielo durante 10 minutos.
Las células que contenian el pldsmido se transfirieron a una cubeta de cuatro milimetros en anchura. Tras aplicar el
impulso eléctrico en los valores calibrados (0,25 kilovoltios y 975 uF), se enfrié nuevamente la cubeta durante 10
minutos. Las células con el gen transferido se cultivaron en medio MEMa que contenia al FCS durante 24 horas.
Posteriormente, se afiadié Zeosin (INVITROGEN, EEUU) al medio de cultivo para tener una concentracion final de
0,5 mg/ml, y a continuacién se cultivd durante 1 semana mds. Posteriormente, para las células de la clonacién que
mostraban capacidad de resistencia al farmaco, las células se reinocularon en una placa de pocillos 96 (CORNING,
EEUU) a 0,2 células/pocillo por un procedimiento de dilucién limitada, y a continuacién se cultivaron en presencia de

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 679 T3

zeosina con una concentracion final de 0,3 mg/ml durante aproximadamente 3 semanas, obteniendo de ese modo 35
clones de la cepa resistente al farmaco.

(3) Confirmacion de la produccion de recombinante por las células CHO que expresan OST311 de manera estable

Para los 35 clones que mostraban resistencia al farmaco, se confirmé 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 ul usando un sistema de membra-
nas ultra-free MC con un PM de corte de 5.000 (MILLIPORE, EEUU). Se afiadieron 10 ul de un tampén de muestra
que contenia Tris-Cl 1 M, pH 6,8, SDS al 5%, glicerol al 50% y DTT 100 mM para concentrar, y a continuacion se
calent6 a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente se separd la proteina en el medio acondicionado por electroforesis
en poliacrilamida con un gradiente del 10 al 20%. A continuacién, se transfiri6 la proteina 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 incub6 con anticuerpo anti His (extremo C terminal) (INVITROGEN,
EEUU) que se habia diluido 1/5000 en tampén TTBS (Sigma, EEUU) a temperatura ambiente durante 1 hora. Pos-
teriormente, se expuso la membrana a la pelicula durante 5 minutos usando el sistema ECL (Amersham Pharmacia
Biotech, EEUU) y se revel6 con un procesador automatico (FUJIFILM, Japén). Como resultado, se aislé el clon # 20,
para el que se habian observado las sefiales m4s intensas en aproximadamente 32 kDa y 10 kDa. A continuacién, en
el presente documento, la célula # 20 se denominé CHO-OST311H y se deposit6 en el National Institute of Advan-
ced Science and Technology, Organismo Internacional de Depdsito de Patentes (Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki 1-1-1)
(ndmero de referencia. FERM BP-7273).

Ejemplo 7
Medicion de la actividad inhibidora de la absorcion de fosfato por el medio acondicionado de CHO-OST311H

Se cultivé CHO-OST311H en un matraz de cultivo de 225 cm? (CORNING, EEUU) que contenia medio MEMa
suplementado con FCS al 10% a 37°C, bajo CO, al 5% y humedad del 100% hasta que las células crecieron hasta
cubrir aproximadamente el 80% del area del matraz. A continuacién, se reemplazé el medio con 30 ml de medio
CHO-S-SFM 1I sin suero (LIFE TECHNOLOGY, EEUU). 48 horas mds tarde, se recogié el medio acondicionado. Se
centrifugé el medio acondicionado a 1.200 g durante 5 minutos para eliminar las células suspendidas y similares, y a
continuacidn se filtré usando un filtro de 0,22 um Minisart-plus (Sartorius, Alemania).

Usando este medio acondicionado, se examiné el efecto en la actividad de absorcion del fosfato de una linea
celular del tiibulo proximal renal humano (células CL-8). La linea celular del tibulo proximal renal humano se cultivé
bajo CO, al 5% y humedad del 100% a 37°C en medio DMEM que contenia FCS al 10% (LIFE TECHNOLOGY).
Para medir la actividad de absorcidn del fosfato, la linea celular del tibulo proximal renal humano se cultivé primero
en medio DMEM que contenia 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 dias después del comienzo del cultivo, se reemplazé
el medio de cultivo con 200 ul de medio CHO-S-SFM 11 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 absorcion del fosfato (Experimentos 1 y 2).

Experimento 1

Se elimin6 el medio CHO-S-SFM 11 y a continuacion se afiadieron 200 ul 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 contenian el medio que no se habia reemplazado con CHO-S-SFM 11 y 3 pocillos que
contenian el medio que se habia suplementado respectivamente con 200 w1 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
afiadida 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 afiadir cada muestra, se realiz6 la incuba-
cion en un incubador con CO, durante 26 horas, se midié la actividad de absorcién de fosfato de las células en cada
pocillo por el siguiente procedimiento para medir la actividad de absorcién de fosfato.

Experimento 2

Se retiraron 100 ul de medio de cultivo de 200 ul del medio de cultivo CHO-S-SFM II. En estos cultivos, se
afiadieron 100 ul de medio acondicionado de las células CHO ras clon-1 respectivamente a 3 pocillos, y 100 ul
de medio acondicionado de las células CHO-OST311H respectivamente a 3 pocillos. A continuacién, se realizé la
incubacién en un incubador con CO, durante 24 horas. Posteriormente, se midio la actividad de absorcién del fosfato
de las células en cada pocillo por el siguiente procedimiento para medir el transporte de fosfato.
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Procedimiento de medicion de la actividad de absorcion del fosfato

Después de la adicién del medio de incubacién acondicionado, se lavaron las células con un tampén que no contenia
acido fosférico (NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgSO, 1,8 mM, HEPES 10 mM, pH 7.,4) y a continuacidn se incubaron
en la misma disolucién a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retiré la disolucién y a continuacién se afiadi6
una disolucién de ensayo, que se habia preparado afiadiendo KH,PO, radiactivo (NEN) para tener 0,105 mM al
tampodn. La disolucién se sometid a incubacién a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubacion,
las células se lavaron tres veces con una disolucién de parada que se habia enfriado con hielo inmediatamente después
de eliminar la disolucién de ensayo (cloruro de la colina 150 mM, CaCl, 1 mM, MgSO, 1,8 mM, HEPES 10 mM,
pH 7.4). Se elimind esta disolucién de lavado, se afiadieron 80 ul de NaOH 0,2 N a las células y a continuacién se
incubd la disolucién a temperatura ambiente durante 10 minutos, de modo que las células se lisaron. Para medir la
radiactividad en la disolucién de lisis celular, se transfirié la disolucién a ReadyCap (Beckman), se secé a 50°C y a
continuacion se colocd en un vial de vidrio. Posteriormente, se midié la radiactividad usando un contador de centelleo
(Wallac1410, Pharmacia). La actividad de absorcién de fosfato en cada experimento se muestra en la Tabla 2, en la
que la absorcién media en el control no suplementado con medio acondicionado se considera como 100%. El medio
acondicionado de las células CHO-OST311H suprimi6 significativamente la actividad de absorcién de fosfato de las
células epiteliales humanas de los tibulos contorneados proximales renales.

TABLA 2

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

Experimento 1

Muestra Actividad de absorcion de fosfato pruebat + EEM
No suplementada 100£1,9 -
CHO-OST190H 103,8+ 0,9 No significativo
CHO-OST311H 87,4+0,2 p<0,1
Experimento 2 Actividad de absorcion de fosfato pruebat + EEM
Medio de CHO acondicionado 100+ 1,5 -
CHO-OST311H 87,2+1,2 p<0,01

Ejemplo 8

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

Se purificé 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 cdmara cromatografica a 4°C.

1) Una columna desechable de polipropileno se rellen6 con la resina de niquel ProBond (INVITROGEN, EEUU)
para tener un volumen del lecho de 3 ml y a continuacién se lavé la columna y se equilibré con 30 ml del tamp6n 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 niquel por caida libre, permitiendo la unién de OST311 recombinante.

3) Se usaron 30 ml del tampdn 2 que se muestra en la Tabla 3 para eliminar las proteinas adsorbidas inespecifica-
mente.

4) Se afiadieron 3 ml del tampén 3 que se muestra en la Tabla 3 respectivamente en cuatro veces separadas, de
modo que se eluyé OST311 recombinante. 20 ul de cada una de estas cuatro fracciones se sometieron directamente
(como concentracion original) a transferencia Western en la manera descrita en el Ejemplo 6 (3). Se este modo, se
intentd la deteccién de OST311 con anticuerpo anti His.

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

5) La segunda fraccién anterior se aplicé a las columnas NAP25 y NAP10 (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU)
y se reemplazo el disolvente con el tampdn 4 que se muestra en la Tabla 3.

6) OST311 recombinante, para el que el disolvente se habia reemplazado con el tampén 4, se aplicéd a SP-SPW

(resina de intercambio catiénico fuerte, TOSOH, Jap6n) a un caudal de 1 ml/minuto usando cromatografia liquida de
alta resolucion (Hitachi, Japén). Se afiadid el tamp6én 5 que se muestra en la Tabla 3 con un gradiente del 1%/minuto
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para la elucién, obteniéndose de ese modo fracciones de 2 ml cada una. Segin se muestra en Fig. 2, la transferencia
Western se realiz6 para cada fraccion de elucién en la manera descrita en el Ejemplo 8 (5), de modo que se intentd
la deteccion de OST311. La sefial de aproximadamente 10 kDa se eluyd con aproximadamente NaCl 280 mM, y la
sefial de aproximadamente 32 kDa se eluy6 con aproximadamente NaCl 400 mM. Las fracciones correspondientes se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, y a continuacién se tifieron usando un kit de tincién de plata
(Daiichi Chemicals, Japdon). La pureza de la fraccién que contenia aproximadamente 10 kDa y 32 kDa era del 70% o
mds.

TABLA 3

Tampén 1 Tampén 2 Tampén 3 Tampén 4 Tampoén 5
Na/Pi 10 mM | Na/Pi 10 mM | Na/Pi 10 mM | Na/Pi 10 mM | Na/Pi 10 mM
pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5
NaCl0,5M | 10M 0,5M CHAPS 5mM | NaCl 1 M

imidazol imidazol

NaCl0,5M | NaCl0,5M CHAPS 5 mM

CHAPS 5 mM

Na/Pi: tampdn de sodio y fosfato

Ejemplo 9
Andlisis de la secuencia de aminodcidos 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 habian obtenido por el procedimiento descrito en el Ejemplo 8 se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS. A continuacién, usando un sistema de transferencia semiseco (Owl Separation Systems, EEUU),
se transfiri6 la proteina en el gel a una membrana de PVDF Immobilon (MILLIPORE, EEUU). La membrana de PVDF
se tiflé con azul de Coomasie, se escindieron las bandas de aproximadamente 32 kDa y 10 kDa, y a continuacién se
determinaron las secuencias de aminodcidos del extremos N terminal usando un secuenciador de proteinas Modelo
492 (PE Applied Systems, EEUU).

Como resultado, fue evidente que la secuencia de aminodcidos del extremo N terminal de la banda de aproximada-
mente 35 kDa era una secuencia de OST311 que comenzaba desde el residuo N° 25, Tyr, de ID. SEC. N° 2. A partir de
este resultado, se confirmé que una se habia escindido una secuencia que se extendia desde el residuo N° 1, Met, hasta
el residuo N° 24, Ala, de ID. SEC. N° 2, como una secuencia de la sefial de secrecion. Por otra parte, result6 evidente
que la secuencia de aminodcidos del extremo N terminal de banda de aproximadamente 10 kDa era una secuencia de
OST311 que comenzaba desde el residuo N° 180, Ser, de ID. SEC. N° 2. La presencia de un motivo constituido por
RRXXR inmediatamente antes de Ser en el residuo N° 180 revel6 que OST311 recombinante habia sido escindido por
alguna proteasa procedente de las células de CHO.

Como se describi6 anteriormente, se mostré que OST311 recombinante producido por las células CHO-OST311
estaba presente como al menos 3 tipos de polipéptidos después de la secrecion: un polipéptido (ID. SEC. N° 4) desde
el residuo N° 25, Tyr, hasta el N° 251, Ile, un polipéptido (ID. SEC. N° 6) desde el residuo N° 25, Tyr, hasta el N° 179,
Arg, y un polipéptido (ID. SEC. N° 8) desde el residuo N° 180, Ser, hasta el N° 251, Ile de ID. SEC. N° 2.

Ejemplo 10
Preparacion del anticuerpo policlonal anti péptido parcial de OST 311

El grado de hidrofobicidad del polipéptido ID. SEC. N° 2 se predijo usando una funcién de célculo del programa
MacVector version 6.5.1, de modo que se predijeron los sitios adecuados para actuar como antigeno en la preparacién
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 estin menos sometidos a modificacién y fosforilacién de la
cadena de azicares. Por consiguiente, los seleccionados y sintetizados como antigenos fueron 311-48 (ID. SEC. N° 28)
preparado afiadiendo de manera artificial un residuo cisteina en la etapa sintética del extremo C terminal de un péptido
constituido por 20 aminodcidos comenzando desde el residuo N° 48, Arg, de ID. SEC. N°2,y 311-114 (ID. SEC. N°29)
preparado de manera similar afiadiendo un residuo cisteina a un péptido constituido por 20 aminodcidos comenzando
desde el residuo N° 114, Arg. Especificamente, los residuos de cisteina se afiadieron 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 proteinas
transportadoras (tiroglobulina bovina). El acoplamiento con las proteinas transportadoras y la inmunizacién de conejos
se consignaron a IBL, Co., Ltd. (1091-1, Fujioka-shi, Gunma, Jap6n) (nimero de asignacién: 1515).

311-48: RNSYHLQIHKNGHVDGAPHQC (ID. SEC. N° 28)
311-114: RFQHQTLENGYDVYHSPQYHC (ID. SEC. N° 29)

Ejemplo 11
Experimento de trasplante de células CHO-OST311H en ratones atimicos

Para probar si OST311 es un factor causante para la osteomalacia inducida por tumores, se transplantaron células
CHO-OST311H en ratones atimicos BALB/c, machos, de 6 semanas de edad, para la generacién de tumores, desarro-
Ilando 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 razén de 1 x 10® células/ml en PBS. La suspension se inyect6 por via subcutdnea, 0,1 ml a
cada una, a ambos flancos de los ratones atimicos (2 x 107 células/raton). Ademds, como grupo de control, se realizé la
inyeccidn subcutdnea del mismo nimero de células CHO ras clon-1 de la misma manera. Durante aproximadamente
1 mes después de la inyeccidn, se alojaron cinco ratones atimicos en una jaula de plastico con acceso ad libitum al
alimento sélido CE-2 (CLEA, JAPAN, Japon) y al agua del grifo. 2 semanas después del transplante, se observoé la
generacion de tumores para el 75% del grupo de control y el 66,7% del grupo OST311.

(2) Comparacion de cambios en el peso corporal

Se compararon los cambios con el transcurso del tiempo en el peso corporal promedio durante 31 dias después
del transplante de las células CHO-OST311H entre un grupo sin carga tumoral (una linea indicada con prom.- en
el grafico) y un grupo con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H (una linea indicada con prom.+
en el grafico). Segun se muestra en la Fig. 4, el grupo con carga tumoral transplantado con células CHO-OST311H
mostré supresion 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, dia 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, dia 31).

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

El los dias 30 a 40 después del transplante celular, los ratones atimicos se alojaron en jaulas metabdlicas durante 24
horas. Tras recoger la orina, se extrajo sangre del corazén o de la cavidad orbital de los ratones bajo anestesia usando
dietiléter. La sangre periférica se sometio a la preparacion del suero usando Microtainer (Beckton Dickinson, EEUU).
Después de medir el volumen, la orina se centrifugd 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, Japén), y los niveles de calcio del
suero y de la orina se midieron usando calcium-test de Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japén), los niveles de
creatinina del suero y de la orina se midieron usando CRE-EN de KAINOS (KAINOS, Jap6n).

Experimento 1

En el dia 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 dias 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 determiné la excrecién 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.

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

Experimento 1

TABLA 4

Grupo Numero de  Nivel de fosfato del suero  pruebat
ratones + EEM (mg/dl)

Ratones sin carga tumoral 7 8,15+ 0,60 -

CHO ras clon-1 4 8,50 + 0,38 Diferencia no
significativa

CHO-OST190H 4 9,49 + 0,52 Diferencia no
significativa

CHO-OST311H 9 4,39 £ 0,23 p<0,001

Experimento 2

Grupo Sin tumor CHO-OST311H prueba t

Numero de ratones 4 6 -

Nivel de fosfato del suero 8,29 + 0,59 425+0,15 p<0,001

EEM (mg/dl)

Excrecion renal fraccionada 0,23 + 0,02 0,44 + 0,06 p<0,05

de fosfato

Nivel de Ca del suero + (mg/dl) 6,72 + 0,27 461 +0,19 p<0,001

Excrecién renal fraccionada de 0,0040 + 0,0059 + Diferencia no

calcio 0,0006 0,0010 significativa

(4) Radiografia suave del esqueleto completo

Después del transplante de las células CHO-OST311H, los individuos en los que se reconocia la formacién de
tumores mostraron anormalidades significativas en sus constituciones fisicas 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 tendrian anormalidades esqueléticas. A continuacidn, se selecciona-
ron aleatoriamente individuos en los que se reconocia la formacién 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 continuacién se tomaron radiografias de los mismos usando un sistema de radiografia yFX-100 (FUJI
FILM, Japén) segin el manual adjunto del fabricante. Las radiografias 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 exposicién de 10 segundos.
Los individuos se expusieron a una placa de generacion de imagenes, y a continuacion se realizé el andlisis de las
imagenes usando BAS2000 (FUJI FILM, Japdn).

Como resultado, segiin se muestra en la Fig. 5, se reconocié brillo reducido del roentgenograma suave del hueso en
esqueleto completo de los individuos trasplantados con células CHO-OST311H, de modo que se reconoci6 el defecto
de mineralizaciéon. Ademads, también se reconocié deformidad esquelética, tal como la distorsién de la caja torécica.

(5) Medicion de los niveles de fosfato, niveles de calcio y actividad de la fosfatasa alcalina del suero
El suero obtenido por extraccién de sangre del corazén en los dias 44 y 46 después del transplante celular se
almacené a -20°C 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, Japon) y se midieron los niveles de
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calcio usando calcium-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japén), las actividades de la fosfatasa alcalina se
midieron usando calcium alkaline phosphor B-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Jap6n). 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 clasificé en dos grupos: un grupo sacrificado en el dia 44 (CHO-OST311H-1: n = 6) y un grupo
sacrificado en el dia 46 (CHO-OST311-2: n = 6). Segtin 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) Expresion del cotransportador de sodio y fosfato (NaPi-7) en el tiibulo proximal renal

i) Preparacion de las membranas de ribete en cepillo (a continuacion, en el presente documento, denominadas
BBM) de la célula epitelial del tiibulo proximal

Se extirparon los rifiones de los individuos con carga tumoral de CHO-OST311H y de los individuos sin carga
tumoral bajo anestesia usando dietiléter. Cada rifién se cortd 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 rifiones respectivamente extirpados de los individuos, se prepararon las BBM segtin los protocolos informados por
Kessler y col. (Biochem. Biophys. Acta. 506, paginas 136-154).

El rifién se homogeneizo6 en 3 ml de un tampdén de homogeneizacién (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 rifién
homogéneos. Después de afiadir CaCl, al extracto para tener una concentracion final de 10 mM, la disolucién se agit6d
a 4°C durante 15 minutos, a continuacién se centrifugd a 4.900 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido
de ese modo se filtré usando un Kimwipe, y posteriormente se centrifugd a 16.200 g durante 60 minutos a 4°C, permi-
tiendo de ese modo que las fracciones que contenian muchas BBM precipitaran. El precipitado se resuspendi6 en 5 ml
de un tamp6n de suspensién (manitol 50 mM, Tris/HEPES 2 mM, pH 7,5) y a continuacién se centrifugd nuevamente
la disolucién a 16.200 g durante 60 minutos a 4°C. Este procedimiento se repiti6 dos veces y posteriormente se resus-
pendi6 el producto en 0,1 ml de un tampén de suspensién. La concentracion de proteina de la disolucién obtenida de
ese modo era de 3 a 4 mg/ml segiin se determiné por procedimientos convencionales.

ii) Transferencia Western de la proteina de BBM

Como se describi6 anteriormente, las proteinas de BBM preparadas de cada ratén se diluyeron por separado con un
tamp6n de suspension hasta 10 pg/ul. Posteriormente se afiadieron 2,5 yl de un tampdn de muestras que contenia Tris-
Cl 1 M, pH 6,8, SDS al 5%, glicerol al 50% y DTT 100 mM a la solucién diluida. Después de calentar la disolucién
a 95°C durante 5 minutos, se separ6 la proteina en la disolucién de BBM por electroforesis en poliacrilamida con un
gradiente del 10 hasta el 20%. Posteriormente, se transfiri6 la proteina 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 incubd con el anticuerpo policlonal anti-NaPi-7 diluido 1/2000 en tampén 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 ratén por
procedimientos convencionales en KIRIN BREWERY CO., LTD., Pharmaceutical Research Laboratories Division.
Después de la reaccion con este anticuerpo, el producto de reaccion se incubé nuevamente, ahora con el anticuerpo
secundario IgG anti conejo (DAKO, Dinamarca) unido a peroxidasa de rabano picante (HRP), y a continuacién 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, paginas 28568-28575, 1998, y se habia 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 sefiales de NaPi-7
contenidas en las proteinas de BBM que se habian 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 proteinas de BBM se
separaron por electroforesis en poliacrilamida con un gradiente del 10 hasta e 20%, y a continuacién se tifieron con
azul de Coomasie. Las proteinas de BBM de los individuos se tifieron igualmente, sugiriendo que las sefiales reducidas
en la transferencia Western se observan especificamente para NaPi-7 (Fig. 8). Basdndose en este hecho, se deduce que
la proteina OST311 actda en las células del tibulo proximal renal, y regula negativamente el nivel de expresion de
NaPi-7 a nivel de la proteina, para inducir la hipofosfatemia.
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(7) Andlisis de los cambios en los ARNm de transportadores de fosfato y de enzimas que metabolizan la vitamina
D en el rifion y en el intestino delgado

1) Preparacion del ARN total

Se extirparon los intestinos delgados y los rifiones de los ratones sacrificados en los dias 44 a 46 después del tras-
plante de células. Los rifiones se congelaron rdpidamente en hielo seco. Los rifiones congelados se crioconservaron en
un congelador a -80°C hasta el uso. Se homogeneizé un rifién congelado en 5 ml de ISOGEN (Nippon Gene, Jap6n)
y a continuacidén se prepar6 el ARN total segtin el manual adjunto del fabricante. Se sometieron 15 ug del ARN total
preparado a electroforesis por medio de gel desnaturalizado con una concentracién de agarosa del 1% que contenia
formaldehido segiin procedimientos convencionales, y a continuacion se transfirié a Hybond-N+ (Amersham Pharma-
cia, EEUU) durante la noche por un procedimiento de transferencia capilar. El filtro con ARN transferido se irradi6
con UV usando un Stratalinker (STRATAGENE, EEUU) para la inmovilizaciéon del ARN transferido, se lavé con 2
X SSC, se sec6 al aire y a continuacién se almacend a temperatura ambiente hasta el uso. Los intestinos delgados se
lavaron con disolucién salina fisiolégica para eliminar el contenido y a continuacién se invirtieron. Posteriormente, se
recogieron los epitelios del intestino delgado raspando con una preparacion, y a continuacién se congelaron rapida-
mente con nitrégeno liquido. Los epitelios del intestino delgado se crioconservaron en un congelador a -80°C hasta el
uso. Los epitelios del intestino delgado congelados se homogeneizaron en 5 ml de ISOGEN (Nippon Gene, Japén) y
a continuacién se preparé el ARN total segin el manual adjunto del fabricante. Se sometieron 20 ug del ARN total
preparado a electroforesis por medio de gel desnaturalizado con una concentraciéon de agarosa del 1% que contenia
formaldehido segin procedimientos convencionales, y posteriormente se transfiri6 a Hybond-N+ (Amersham Phar-
macia, EEUU) durante la noche por un procedimiento de transferencia capilar. El filtro con ARN transferido se irradié
con UV usando un Stratalinker (STRATAGENE, EEUU) para la inmovilizacién del ARN transferido, se lavé con 2 X
SSC, se secd al aire y a continuacién se almacend a temperatura ambiente hasta el uso.

i) Preparacion del ADN molde para la sonda

Se usaron 5 ug del ARN total preparado de un ratén (ratén N° 1) para sintetizar el ADNc en 20 ul de una disolucion
de reaccién (Tris (pH 8,3) 50 mM, KC1 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10 mM, (dT)18 25 g/ml, dANTP 2,5 mM, 200
unidades de transcriptasa inversa MMLV (TOYOBO, Japén)) a 37°C durante 1 hora y a continuacién se trat6 la

disolucién de reaccion a 70°C durante 15 minutos para inactivar la enzima. E1 ADNc sintetizado se diluy6 5 veces y a
continuacion se uso en la siguiente reaccion.

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

Cebadores sintéticos para la obtencién de ADNc de GAPDH de ratén

MGAPDHFW TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC (ID. SEC. N 30)
mGAPDHRV CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC (ID. SEC. N¢ 31)

Cebadores sintéticos para la obtenciéon de ADNc de Npt-1 de ratén

mNPt1FW GTAAAGAACCCTGTGTATTCC (ID. SEC. N° 32)
mNpt1RV CTGCCTTAAGAAATCCATAAT (ID. SEC. N° 33)

Cebadores sintéticos para la obtencién de ADNc de NaPi-7 de ratén

mNaPi7FW GAGGAATCACAGTCTCATTC (ID. SEC. N° 34)
nNaPi7RV CTTGGGGAGGTGCCCGGGAG (ID. SEC. N° 35)

Cebadores sintéticos para la obtencién de ADNc de NaPi-2b de ratén

mNaPi2bFW TCCCTCTTAGAAGACAATACA (ID. SEC. N° 36)
mNaPi2bRV GTGTTTAAAGGCAGTATTACA (ID. SEC. N° 37)
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Cebadores sintéticos para la obtencién de ADNc de vitamina D1« hidroxilasa de ratén

mlaOHasaFW CAGACAGAGACATCCGTGTAG (ID. SEC. N° 38)
mlaOHasaRV CCACATGGTCCAGGTTCAGTC (ID. SEC. N° 39)

Cebadores sintéticos para la obtenciéon de ADNc de vitamina D 24 hidroxilasa de ratén

m240hasaFW GACGGTGAGACTCGGAACGT (ID. SEC. N¢ 40)
m240hasaRV TCCGGAAAATCTGGCCATAC (ID. SEC. N¢ 41)

Se prepar6 una disolucién de reaccion segin el manual adjunto del fabricante de TakalLa La-Taq (TAKARA SHU-
Z0, Japén). Se afiadié 1 ul de ADNc y 10 pmol de cada cebador como se describié anteriormente a 50 ml de la
disolucion de reaccion. Se mantuvo la disolucién a 94°C durante 1 minuto y a continuacién se realizé la amplifica-
cién durante 40 ciclos, estando cada ciclo de incubacién constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto. A continuacidn 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 prepar6 la sonda marcada con P usando como molde el fragmento obtenido mediante el
procedimiento y un kit Megaprimer Labeling (Amersham Pharmacia Biotech, EEUU) y a continuacién se utiliz6 para
la siguiente hibridacién. Con respecto a otros genes, los fragmentos de PCR obtenidos se incorporaron en el vector
pGEM-T (Promega, EEUU) y a continuacién se introdujeron en la cepa DHS5« de Escherichia coli. Se afiadieron los
cebadores T7 (ID. SEC. N° 42) y SP6 (ID. SEC. N° 43), 10 pmol de cada uno, a una disolucién de reaccién de PCR,
a continuacién se afadié la Escherichia coli transformada a la misma. Después de mantener la disolucién a 94°C
durante 10 minutos, se realiz6 la amplificacién durante 40 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. La disolucién de reaccién se someti6 a electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% para separar las bandas amplificadas, a continuacién se extrajo un fragmento diana usando
Gene Clean II (Bio 101, EEUU).

T7 TAATACGACTCACTATAGGG (ID. SEC. N® 42)
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG (ID. SEC. N® 43)

Las secuencias de nucleétidos 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 habia obtenido cada fragmento diana. Los fragmentos de ADN obtenidos de ese modo se marcaron con **P usando
un kit Megaprimer Labeling (Amersham Pharmacia, EEUU) y a continuacién se usaron como sondas en la siguiente
hibridacién.

iii) Hibridacion

La hibridacién se realizé segin el manual adjunto del fabricante usando la disolucién de hibridacién ExpressHyb
(CLONTECH, EEUU) o disolucién de hibridacién Perfecthyb (TOYOBO, Japdn). Tras la hibridacién y el lavado, se
expuso una placa de obtencién de imdgenes (FUJI FILM, Jap6n) durante 30 minutos durante la noche, a continuacién
se realiz6 el andlisis usando el analizador de imdgenes BAS2000 (FUJI FILM, Japo6n) (Fig. 9A a C). Ademas, se
midieron las intensidades de las sefiales de las bandas diana. Después de corregir las intensidades de las sefiales de
cada gen por la intensidad de sefial de GAPDH, se obtuvo la relaciéon de los valores medios del grupo sin carga
tumoral (ratones N° 1 a 4) al grupo con carga tumoral (ratones N° 5 a 10). La siguiente Tabla 5 muestra las relaciones.
Como los tumores se desarrollaron en el grupo trasplantado con CHO-OST311H, los niveles d¢ ARNm de NaPi-7,
el transportador de fosfato tipo II en el rifién, disminuyeron significativamente, mientras que NPT-1, el transportador
de fosfato tipo I en el rifién, no cambié en gran medida. Ademds, se observé una disminucién significativa en el
ARNm de NaPi-IIb, el transportador de fosfato en el intestino delgado. En cambio, para las enzimas metabdlicas
renales de la vitamina D, ambos ARNm aumentaron, el de 25-hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa (1«OHasa) y el de
25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa).
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TABLA 5

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

(Grupo con carga tumoral/grupo sin carga tumoral)
NPT-1 0,88
NaPi-7 0,50
NaPi-2b 0,23
Vitamina D 1a-hidroxilasa 3,90
Vitamina D 24-hidroxilasa 1,94

(8) Medicion 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 dias 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 continuacién se midieron los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D contenidos en los sueros de
manera similar al examen clinico. 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 describié anteriormente, los niveles
de 1,25-dihidroxivitamina D no aumentaron incluso cuando se observé hipofosfatemia e hipocalcemia. Este resultado
sugiere claramente que el metabolismo de la vitamina D se vio afectado como resultado del efecto de OST311.

(9) Radiografia 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 dias 44 a 46 después del trasplante, se recogieron los fémures y a continuacién se fijaron
los fémures en formalina neutra al 4% durante 3 dias. Posteriormente, se elimind el tejido blando que rodeaba el hueso.
Se seleccionaron dos individuos de cada grupo de manera aleatoria y a continuacidn se irradiaron con rayos X usando
un sistema de radiografia uFX-100 (FUJI FILM, Jap6n) 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 exposicion de 5 segundos, a continuacién se expusieron a
una placa de obtencion de imédgenes. Los resultados se muestran en la Fig. 10. En el grupo CHO-OST311H se observé
disminucién de las trabéculas 6seas del hueso cortical.

Ejemplo 12
Andlisis de homologia de las secuencias de nucledtidos y la region genomica de OST311

Usando al menos una parte de la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 2 y de la secuencia
de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1, pueden buscarse moléculas correspondientes a OST311 de diversas
especies. Se realiz6 la bisqueda en las bases de datos de secuencias del genoma de ratén usando una secuencia de
nucledtidos parcial de ID. SEC. N° 1, de este modo, se encontré una secuencia que tenia alta homologia con OST311
en la secuencia del cromosoma 6 de ratén registrado en Genbank bajo el nimero del acceso ACO 15538. En ID. SEC.
N° 10 se muestra una secuencia de aminodcidos de un polipéptido parcial de OST311 de ratén obtenida a partir de
la secuencia, y en ID. SEC. N° 9 se muestra una secuencia de nucledtidos correspondiente a una secuencia parcial
de ADNc. La figura 6 muestra los resultados de la comparacion de la homologia de aminoécidos entre el polipéptido
OST311 humano y el polipéptido OST311 de ratén. Como se muestra en el Ejemplo 11, resulta claro que el polipéptido
OST311 que tiene la secuencia de aminodcidos humana tenia evidentes actividades bioldgicas en los ratones. Estos
resultados sugieren que la actividad puede mantenerse facilmente, incluso cuando estos aminodcidos se sustituyen,
delecionan o insertan dentro de una regidn que tiene baja homologia en la secuencia de aminodcidos segiin se muestra
en la Figura 6.

Se compar6 la secuencia de nucle6tidos mostrada en ID. SEC. N° 1 y BAC RPCI11-388F6 de 12p13 humano
(Numero de referencia AC008012) que se habia reconocido usando la base de datos para tener una regién que coinci-
diera con una parte de ID. SEC. N° 1, de modo que se determiné la secuencia de la region que codifica OST311. La
secuencia de nucleétidos vecina al gen OST311 se muestra en ID. SEC. N° 11. La caja TATAA esta presente entre los
nucledtidos N° 498 a 502 de ID. SEC. N° 11. La primera secuencia que coincide con la secuencia del ADNc (ID. SEC.
N° 1) que han determinado los solicitantes, comienza a partir del nucledtido N° 1713 de ID. SEC. N° 11 y continda
hasta el nucledtido N° 2057. La siguiente seccién coincidente con la secuencia de nucledtidos representada por ID.
SEC. N° 1 se extiende desde el nucletido N° 8732 hasta el 8833 de ID. SEC. N° 11. Se considera que esta seccién es
el ex6n 2. La ultima seccidén que coincide con la secuencia de nucleétidos representada por ID. SEC. N° 1 comienza
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a partir del nucleétido N° 10644 y finaliza en el nucleétido N° 12966 de ID. SEC. N° 11. Puede considerarse que la
secuencia que se extiende desde el nucleétido N® 498 hasta el 12966 de ID. SEC. N° 11 es al menos una parte del
gen que codifica OST311. Ademads, resulté evidente que la secuencia STS registrada en Genbank bajo el nimero de
referencia G19259 estd presente entre el exén 1 y el exén 2. OST311 estd presente en la regién del locus 12p13. Segtin
Econs, M.J. y col., J. Clin. Invest. 100: 2653-2657, 1997, se deduce que el gen responsable del raquitismo autosémico
resistente a la vitamina D (ADHR) estd presente dentro de una regién de 18 cM entre D12S100 y D12S397, los mar-
cadores de microsatélites de 12p13 (en particular, aproximadamente dentro de una regién de 10 cM entre D12S314 y
D12S397), de un resultado del andlisis de la cadena. Los solicitantes evaluaron las localizaciones fisicas del gen de
OST311 y del anterior marcador de microsatélites en el cromosoma 12. Como resultado, D12S100 y D12S314 estaban
en una region de 4602 a 6129 kb, OST311 estaba en una region de 8958 a 9129 kb y D12S397 estaba en una regién
de 16280 a 16537 kb. Basdndose en estos resultados y en la fuerte actividad de regulacién del metabolismo del fosfato
de OST311, se encontré que OST311 es el gen responsable del ADHR.

Ejemplo 13
Experimento a corto plazo de trasplante de células CHO-OST311H en ratones atimicos

Las células CHO-OST311H se trasplantaron por via subcutdnea en el dorso de los ratones atimicos (BALB/c,
machos, de 6 semanas de edad). En los dias 2 y 6 después del trasplante, se midieron los niveles de fosfato y de calcio
del suero y se examind 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 via subcutdnea, cada uno, en ratones atimicos (n = 6 cada grupo).
Ademds, se trasplantaron cantidades equivalentes de PBS de manera similar por via subcutdnea (n = 6). Se cri6 cada
grupo de 6 ratones atimicos en una jaula de pldstico y con acceso a alimentos s6lidos CE-2 (CLEA JAPAN, Jap6n) y
agua de grifo ad libitum. A los 6 dias después del trasplante, no se observé desarrollo significativo de tumores.

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

Al dia siguiente del trasplante celular, se recogié sangre de la cavidad del orbital de los ratones bajo anestesia
usando dietiléter. La sangre periférica se sometié a separacion del suero usando Microtainer (Beckton Dickinson,
EEUU). Se midieron los niveles de fosfato sérico usando P-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japon) y se
midieron los niveles de calcio sérico usando calcium-test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Japén). Como se
muestra en la Figura 11A, comparado con el grupo al que se le administré 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 sélo provocé disminuciones en los niveles de fosfato sérico
en el dia 2 tras la administracién.

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

En el dia 6 después del trasplante celular, se recogi6 sangre de los corazones de los ratones bajo anestesia usando
dietiléter. Como se describi6 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 dia 2 después del trasplante, comparado con el grupo
al que se le administré 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
Purificacion del OST311 recombinante

Se dejaron crecer células CHO-OST311H en medio MEMea que contenia FCS al 10% dentro de un matraz de
cultivo de 225 cm? (CORNING, EEUU) a 37°C bajo CO, al 5% y humedad del 100%. Cuando las células crecieron
hasta cubrir aproximadamente el 80% del drea del matraz, se reemplazé el medio con 50 ml de un medio sin suero,
CHO-S-SFEM II (LIFE TECHNOLOGY, EEUU) y, 48 horas més tarde, se recogi6 el medio acondicionado. E1 OST311
recombinante se purificé 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 4°C durante eliminar las células
suspendidas, a continuacién se sometio el sobrenadante a electroforesis en SP-sepharose FF (Amersham Pharmacia,
EEUU) empaquetada en una columna de vidrio (30 milimetros de didmetro interno x 200 milimetros en longitud).
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La fraccién que habia pasado a través de la columna se adsorbié a Talon Superflow (resina de quelato metalico,
CLONTECH, EEUU). El adsorbido no especifico se eliminé usando un tampén de lavado constituido por tampén
fosfato de sodio 50 mM (pH 6,6) y NaCl 0,3 M, y a continuacién se realizé la elucién usando tampdn fosfato de sodio
50 mM (pH 6,7) e imidazol 0,2 M. El panel derecho en la Fig. 12 muestra las fracciones de elucién segtin se detectaron
por transferencia Western usando un anticuerpo anti-His6 (INVITROGEN, EEUU). Estas fracciones contenian un
polipéptido parcial (ID. SEC. N° 8) constituido por los residuos de los aminodcidos N° 180, Ser, al N° 251, Ile, descrito
en el Ejemplo 9. Por otra parte, la proteina anterior contenida en el medio acondicionado adsorbido a SP-sepharose FF
se eluy6 en un tampodn fosfato de sodio 50 mM (pH 6,7) usando un gradiente de concentracién de NaCl de 0 a 0,7 M. El
panel izquierdo en la Fig. 12 muestra las fracciones de elucién segtin se detectaron por transferencia Western usando un
anticuerpo anti-His6 (INVITROGEN, EEUU). Estas fracciones eluidas aproximadamente en NaCl 0,3 M contenfan un
polipéptido parcial (ID. SEC. N° 4) constituido por los residuos de los aminodcidos N° 25, Tyr, al N° 251, Ile, descrito
en el Ejemplo 9. Ademas el panel del centro en la Fig. 12 muestra las fracciones de elucién segtn se detectaron por
transferencia Western usando un anticuerpo policlonal (311-314) preparado usando el péptido parcial OST311 (ID.
SEC. N° 29) descrito en el Ejemplo 10. Estas fracciones eluidas a una concentracién de NaCl de aproximadamente
0,4 M contenian un péptido parcial (ID. SEC. N° 6) que comprendia los residuos de los aminodcidos N° 25, Tyr, al
N° 179, Arg, descrito en el Ejemplo 9. Por consiguiente, las fracciones que contenian tres tipos de péptido parcial de
OST311, especificamente, ID. SEC. N° 4 (a continuacién, en el presente documento, denominado 311: 25-251), ID.
SEC. N° 6 (a continuacién, en el presente documento, denominado 311: 25-179) y ID. SEC. N° 8 (a continuacion,
en el presente documento, denominado 311:180-251) se purificaron y se separaron, y a continuacion se concentraron
usando una columna VIVASPIN con un peso molecular de 10.000 (Sartorius, EEUU) para la ultrafiltracion, 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
Andlisis histologico de seccion 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 extirpd los fémures y las tibias derechos, dejando intacta la conexién en la articulacién
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 especimenes
no desmineralizados. El procedimiento para preparar los especimenes no mineralizados se describen a continuacion.

Los tejidos 6seos se sometieron a tincion previa con tincién para huesos Villanueva durante 3 a 7 dias. Los tejidos
se deshidrataron a través de una serie de disoluciones de alcohol de grados crecientes, y a continuacién el disolvente se
reemplazé con acetona. Después de la acetona, se aplicé el monémero y las muestras de tejido se incluyeron en resina.
Se uso resina de metacrilato de metilo (MMA) para incluir las muestras. Las muestras de tejido se colocaron en una
incubadora a aproximadamente 35°C durante la completa polimerizacién. En este momento, los tejidos se mantuvieron
suficientemente incluidos dentro de la resina por medio de la adicién apropiada de MMA. La MMA utilizada en el
presente documento para incluir las muestras se prepar6 afladiendo y disolviendo totalmente 40 g de polimero de
MMA (Wako Pure Chemical Industries, Jap6n) en 100 ml de monémero de MMA (Wako Pure Chemical Industries,
Japdn), y a continuacién afiadiendo y disolviendo totalmente el peréxido de benzoilo (Nacalai Tesque, Japén) a una
tasa de 1 g por disolucién. Se prepararon los especimenes para tibia. Para poder observar el hueso esponjoso de la
tibia, se recort6 la seccién frontal, y a continuacién se prepararon 4 muestras de seccion frontal de 4 ym de espesor
usando un micrétomo para tejidos duros (tipo RM2065 super cut, Leica). Se llevé a cabo una tincién posterior con
Villanueva-Goldner. Las secciones asi obtenidas se aclararon en xileno, y a continuacién se sellaron usando CLEAR
SEAL (MARUTO, Jap6n) y ONE LIGHT (MARUTO, Jap6n).

En la Fig. 13 se muestran las imagenes microscOpicas de las secciones. Se observé 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. Ademas, se observaron el osteoide aumentado significativamente y el drea mineralizada disminuida
en las metdfisis. No hubo evidencia de osteitis fibrosas, y el hueso recogido del ratén con carga tumoral trasplantado
con células CHO-OST311 exhibi6 caracteristicas tipicas 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 realizé un experimento de trasplante
de células CHO-OST311H en ratones atimicos (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 administré PBS en una
dosis equivalente con disolucién de suspension celular y se utilizaron para la comparacién. Cada grupo constituido
por 6 ratones se aloj6 en una jaula de pldstico con acceso libre al agua de grifo y a los alimentos s6lidos CE2 que
contenian fosfato inorganico al 1,03% y calcio al 1,18% (CLEA JAPAN, Jap6n). Se examinaron las fluctuaciones en
los niveles séricos de 1,25-hidroxivitamina D y los cambios en la expresién de los grupos de enzimas que metabolizan
la vitamina D en los dias 1, 2, 3 y 6 tras el trasplante.
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(1) Medicion de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D del suero

En los dias 1, 2, 3 y 6 tras el trasplante celular, se recogié sangre del corazén de los ratones del grupo al que
se le administré 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 continuacion se separaron los sueros usando un Microtai-
ner (Beckton Dickinson, EEUU). Se mezclaron juntos volimenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratén
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, Japén). Como resultado, segiin se muestra en la Tabla 6,
ya se observaban disminuciones significativas de los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D en el dia 1 tras el trasplante
en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que se le administré PBS y con el
grupo trasplantado con células CHO ras clon-1. También se observé este efecto de disminucién en los dias 2,3y 6
tras el trasplante. Estos resultados fueron coherentes con disminuciones en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D en
suero, que son un tipico hallazgo clinico para la osteomalacia inducida por tumores.

TABLA 6

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

Dias tras el trasplante 1 2 3 6
Grupo al que se le administré PBS 338 164,3 164,5 | 273,7
(pmol/l) n=5

Dias tras el trasplante 1 2 3 6
Grupo trasplantado con células CHO ras clon-1 | 271,9 178,3 182,9 | 184,6
(pmol/l) n=6

Grupo trasplantado con células CHO-OST311H | 46,7 36,3 34,5 | 49,1
(pmol/l) n=6

(2) Andlisis de la expresion de los genes de enzimas que metabolizan la vitamina D en el rifion

Para estudiar si el efecto anterior de disminucion de la 1,25-dihidroxivitamina D3 se debia a fluctuaciones en el
gen de la 25-hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa (1«OHasa) o en el gen de la 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa
(240Hasa), se seleccionaron en el dia 3 después del trasplante, 3 6 4 ratones de manera aleatoria de cada grupo: del
grupo al que se le administré PBS, del grupo trasplantado con células CHO ras clon-1 y del grupo trasplantado con
células CHO-OST311H. Se extirparon los rifiones, los ARN totales se prepararon segin los procedimientos descritos
en el Ejemplo 11 (7), y a continuacién se llevé a cabo la transferencia Northern usando las sondas descritas en el mis-
mo. La figura 14 muestra los resultados. Se observé que los niveles de expresién del ARNm del gen 1¢OHasa estaban
significativamente atenuados en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que
se le administré 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 expresion de este gen, para suprimir la biosintesis de la 1,25-
dihidroxivitamina D sérica. Por otra parte, los niveles de expresién del ARNm del gen 240OHasa aumentaron significa-
tivamente en el grupo trasplantado con células CHO-OST311H, comparado con el grupo al que se le administré 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 expresion de este gen, para promover la inactivacién de la 1,25-dihidroxivitamina D
sérica.

En el Ejemplo 11 (8), no se observé diferencia significativa en los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D sérica en
los dias 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 expresion del ARNm de la l«OHasa tendieron a aumentar. Al menos una posible
explicacion 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 si volimenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratén en los dfas 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
continuacidén, se midieron los niveles de la hormona paratiroidea del suero usando un kit RAT PTH IRMA (Nihon
Medi-Phisics, Jap6n) segtin 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 dia 45 tras el trasplante.

TABLA 7

Niveles de hormona paratiroidea en ratones trasplantados con células

Dias tras el trasplante 1 2 3 6 45
Grupo al que se le administré PBS 452 |238|282(19,7| 41,9
(pg/ml) n=5

Grupo trasplantado con células CHO ras clon-1 | 15,8 | 26,6 | 15,7 | 13,8 | 240,4
(pg/ml) n=6

Grupo trasplantado con células CHO-OST311H | 13,8 | 20,6 | 44 | 57,8 | %211,7
(pg/ml) n=6

" Valor medido cuando se usaron ratones sin carga tumoral (n=6). °n=10. *n=12.

Ejemplo 18

Experimento de administracion de células CHO que producen la proteina de longitud total OST311H recombinante a
ratones normales

Para estudiar el efecto de las células CHO que producen la proteina de longitud total OST311H recombinante
en ratones normales (BALB/c, machos, de 6 semanas de edad), se purificé parcialmente un polipéptido que tiene un
marcador de histidina afiadido al extremo C terminal del 25° residuo aminodcido, Tyr, al 251° Ile (ID. SEC. N° 4)
mediante el procedimiento de purificacién descrito en el Ejemplo 14 (1). Esta fraccién purificada se administré por
via intraperitoneal a ratones normales a razén de 0,1 ml por administracion. Se asumié que esta fraccién purificada
contenia aproximadamente 0,15 a 0,75 pug de OST311 recombinante, basandose en la intensidad de fluorescencia
obtenida por medio de transferencia Western. De manera similar al Ejemplo 14, se administrd por via intraperitoneal
0,1 ml de un disolvente (tampén HEPES 5 mM/NaCl 0,1 M, pH = 7,0) al grupo de control. El grupo al que se le
administr6 OST311 y el grupo de control estaban constituidos respectivamente por cinco ratones. Cada grupo de 5
ratones se alojé en una jaula de plastico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sélido CE2 (CLEA JAPAN,
Japdén) que contenia fosfato inorganico 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 1* administracién intraperitoneal. De esa manera, la administracion intraperitoneal se llevé a cabo
6 veces en total. Posteriormente, se recogié sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio a las 36, 47 y 71
horas después de la 1* administracidn intraperitoneal, y a continuacion 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, Jap6n) segtin el manual adjunto del fabricante. De esta manera,
como se muestra en la Fig. 15B, se observaron efectos de una disminucién significativa en los niveles de fosfato
sérico (prueba t **p < 0,001, *p < 0,01) en el grupo al que se le administré OST311 a las 36 horas después de la 1?
administracién. Ademads, este efecto se mantuvo también a las 11 horas tras este punto temporal (47 horas después
de la 1* administracién). Por otra parte, esta actividad desaparecié 71 horas después de la 1* administracion (38 horas
tras la administracion final). Ademads, no se hallaron cambios significativos en los niveles de calcio sérico en ningtin
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 1* administracion intraperitoneal. De esta manera, la administracion intraperitoneal se realiz6 3 veces en
total. Posteriormente, se recogi6 sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio a las 13 y 24 horas después de la
1* administracién intraperitoneal, y a continuacidn 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, Japén) segtin el manual adjunto del fabricante.
De esta manera, como se muestra en la Fig. 16B, se observaron efectos de una disminucién significativa en los niveles
de fosfato sérico (prueba t **p < 0,05, *p < 0,01) en el grupo al que se le administré OST311 a las 13 horas después
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de la 1* administracién. Ademds, este efecto se mantuvo también a las 11 horas tras este punto temporal. Ademads, no
se hallaron cambios significativos en los niveles de calcio sérico en ningiin momento (Fig. 16C).

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

Ejemplo 19
Introduccion de mutacion de aminodcidos en OST311

Como se describi6 en el Ejemplo 9, se mostr6 que una parte de OST311 recombinante producida por células CHO-
OST311H se escindié durante su proceso de secrecion por un polipéptido (ID. SEC. N° 6) que tiene una secuencia de
residuos de aminoécidos desde la 25 Tyr hasta la 179° Arg y un polipéptido (ID. SEC. N° 8) que tiene una secuencia
de residuos de aminodcidos desde la 180* Ser hasta la 251* Ile.

Esta escision puede deberse a una proteasa que reconoce un motivo constituido por la secuencia RXXR o la secuen-
cia RRXXR localizado inmediatamente antes del 180° residuo aminodcido Ser. Cuando el recombinante de longitud
total se administra en un organismo vivo, se considera que el recombinante tiene una posibilidad de experimentar
esta escision o degradacion similar a esta escision. Por consiguiente, se prepar6 el gen OST311RQ que codifica una
secuencia que puede sustituir los residuos de los aminodcidos 176° Arg y 179° Arg con Gln para introducir la mutacion.

(1) Preparacion del plasmido OST311/pCAGGS

La PCR se realiz6 por medio de LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Jap6n) usando el plasmido OST311H/
pcDNA3.1 como molde, y 31 1F1EcoRI (ID. SEC. N°22) y 311LNot (ID. SEC. N° 44) como cebadores. Tras mantener
la temperatura a 94°C durante 1 minuto, la reaccién se realizé durante 25 ciclos, cada ciclo constituido por 94°C durante
30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Tras la reaccion, se generaron extremos romos en
los productos de PCR usando polimerasa de ADN T4 (Roche, Suiza), y a continuacién se realiz6 el tratamiento con
fenol-cloroformo para inactivar la enzima. E1 ADN se precipité usando etanol, y a continuacién los extremos del ADN
se fosforilaron usando polinucleétido 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 plasmido pCAGGS (Niwa H, y col., Gene. 15 de diciembre de 1991; 108(2): 193-199.) se digiri6 con
EcoR 1, y a continuacién se generaron extremos romos usando fragmentos Klenow (Roche, Suiza). Posteriormente, se
realiz6 la desfoforilacion de los extremos de ADN usando fosfatasa alcalina de intestino delgado de ternera (TAKARA
SHUZO, Japén). Los fragmentos de ADN diana se separaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y
a continuacion se recogieron usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). E1 ADNc de OST311 obtenido de esa manera
se unié al plasmido predigerido pCAGGS usando un kit de unién de ADN (versién 2) (TAKARA SHUZO, Japén)
segtin el manual adjunto del fabricante. El producto se introdujo en la cepa DHS5a de Escherichia coli para clonacion,
de modo que se obtuvo el plasmido relevante. Este plasmido de ADN se usé para preparar el gen OST311RQH.

311LNot: ATAAGAATGCGGCCGCTCAGATGAACTTGGCGAA (ID. SEC. N¢ 44)

(2) Preparacion del gen OST311RQH

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311ME1:ATGAATTCCACCATGTTGGGGGCCCGCCTCAGG (ID. SEC. N° 45)
OST311HNt: ATGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATGATGGATGAACTTGGCGAAGGG
(ID. SEC. Ne 46)

OST311RQF:ATACCACGGCAGCACACCCAGAGCGCCGAG (ID. SEC. N? 47)

OST311RQR: CTCGGCGCTCTGGGTGTGCTGCCGTGGTAT (ID. SEC. N° 48)

OST311MEI es un cebador directo que es una seccién que contiene la metionina de iniciacién de OST311,
OST311HNt es un cebador inverso que afiade 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 52* y 536 guaninas (correspondientes a las 659% y 668 guaninas en ID. SEC. N° 1) en la regién codificadora
del ADNc de OST311 con adeninas, para sustituir las argininas en los aminodcidos N° 176 y 179 con glutaminas.

Se prepararon 2 tipos de disoluciones de reaccién de 20 ul cada una segiin 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 concentracién final de 0,2 uM, y se usaron 10 ng del vector de expresion de OST311 descrito en el Ejemplo 6 (1)
como molde. Tras mantener la temperatura a 94°C durante 1 minuto, se realizé la reaccién de PCR durante 25 ciclos,
estando cada ciclo constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Por
otra parte, se usaron OST311RQF y OST311HNt como cebadores a una concentracién final de 0,2 uM, y se utilizaron
10 ng del plasmido OST311/pCAGGS como molde. Tras mantener la temperatura a 94°C durante 1 minuto, se realizé
la reaccién de PCR durante 35 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto. Los dos tipos anteriores de productos de reaccién se diluyeron diez veces respec-
tivamente, y a continuacion se afiadié 1 ul de cada disolucién a 50 ul de una disolucién de reaccién preparada usando
LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Japén) segtin el manual adjunto del fabricante. Tras mantener la temperatura
a 94°C durante 1 minuto, se realizé la reaccién de PCR usando LA Taq polimerasa (TAKARA SHUZO, Japén) y
OST311MEI1 y OST311HNt como cebadores a una concentracion final de 0,2 uM durante 25 ciclos, estando cada ci-
clo constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Tras la reaccién de
PCR, se mantuvo la disolucién a 72°C durante 7 minutos. El producto de reaccién obtenido de esta manera se sometié
al tratamiento con fenol/cloroformo, a la desproteinizacién, precipitacién con etanol, y a continuacién a la digestion
con EcoR 1y Not 1. Se separ6 un fragmento de ADN de aproximadamente 800 pb por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 2%, y a continuacién se recogié usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADN obte-
nido de esa manera se insert6 en el sitio de EcoR 1, Not I de un vector, IRES-EGFP-pEAKS que se habia preparado
uniendo un sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) y proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) a un plas-
mido pEAKS (EdgeBioSystems, EEUU), obteniendo de ese modo el pldasmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAKS. El
ADN del plasmido se prepar6 segin los procedimientos convencionales, y a continuacién la secuencia de nucleétidos
se determiné 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 estan
introducidas y la etiqueta de la histidina esta afiadida al extremo C terminal. El polipéptido codificado por este gen se
denomina a continuacién en el presente documento OST311RQH.

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

El plasmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAKS se introdujo en la célula CHO ras clon-1 usando Transfectam
(Promega, EEUU) segtin el manual adjunto del fabricante. Las células resistentes al farmaco se seleccionaron en
medio MEMa que contenia puromicina 5 ug/ml y FCS al 10%. A continuacidn, se clasificaron las células con fuerte
intensidad de fluorescencia de GFP (proteina fluorescente verde) usando FACS vantage (Beckton Dickinson, EEUU),
y a continuacién se clonaron. Cuando las células clonadas alcanzaron confluencia, el medio se reemplazé con medio
DF sin suero (DMEM/F-12), y posteriormente se recogié el medio acondicionado 2 dias después de la sustitucion.
Se adsorbieron 50 ul del medio acondicionado al filtro Immobilon P (Millipore, EEUU) usando un sistema de filtro
convertible de 96 pocillos (Lifetechoriental, EEUU). El filtro preparado se lavé con TBS y TTBS, y a continuacién se
sometié a bloqueo usando Blockace (Daiichi Pharmaceutcal, Jap6n) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el
bloqueo, se dejé reaccionar el filtro durante 1 hora con anticuerpo monoclonal anti-His6 marcado con HRP (Invitrogen,
EEUU) diluido 5000 veces con Blockace. Tras la reaccidn, se lavé el filtro con TTBS y TBS, y a continuacién se
realizé la deteccidn de la sefial usando ECL (Amersham Pharmacia, EEUU) segtin el manual adjunto del fabricante.
Basandose en la intensidad de la sefial, se seleccion6 el clon CHO-OST311RQH de alta expresion.

(4) Preparacion del medio acondicionado de las células rdpidas OST311RQH pEAK

Se inocularon células rapidas pEAK (EdgeBioSystems, EEUU) en 20 matraces para cultivo tisular (225 c¢cm?,
CORNING, EEUU). Se transfectaron 0,48 mg del plasmido OST311RQH/IRES-GFP/pEAKS a las células por un
procedimiento con fosfato de calcio seglin el manual adjunto del fabricante del sistema pEAK (EdgeBioSystems,
EEUU). Las células se dejaron en reposo durante 4 horas. Posteriormente, se reemplazé el medio de cada matraz con
50 ml de medio MEMu sin suero, las células se cultivaron durante 2 dias a 37°C, y a continuacion se recogio el medio
acondicionado.

(5) Confirmacion de la expresion de OST311RQH recombinante

El medio acondicionado resultante de la expresion transitoria de los 2 tipos de clones celulares CHO-OST311RQH
anteriores y de las células rapidas pEAK, 10 ul de cada uno, se someti6 a transferencia Western de la manera como se
describid en el Ejemplo 6 (3), de modo que se examin la presencia de OST311RQH recombinante en el sobrenadante
del cultivo. Como anticuerpo de deteccién se usé el anticuerpo anti-His (extremo C terminal) (Invitrogen, EEUU).
Por consiguiente, segiin se muestra en la Fig. 17, se observé una fuerte sefial localizada en la misma posicién 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 observé una sefial 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 introduccién de las mutaciones R176Q y R179Q provocé la inhibicién o la atenuacién de la escision
del polipéptido que se predecia que iba a tener lugar en estas posiciones, de modo que la relacion de la presencia del
polipéptido (ID. SEC. N° 8) que tienen una secuencia desde los aminoacidos 180° Ser, hasta 251°, Ile, disminuy6
significativamente.
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Ejemplo 20
Experimento de administracion de OST311RQH recombinante a ratones normales

Se obtuvo una fraccién purificada que contenia aproximadamente 2,8 ug/ml de proteina OST311RQH recombi-
nante a partir de 500 ml del sobrenadante de cultivo preparado en el Ejemplo 19 (5) segtn el procedimiento descrito en
el Ejemplo 14 (1). La fraccidén purificada se administré sucesivamente, 0,1 ml/administracion, por via intraperitoneal
a ratones normales (BALB/c, machos, 6 semanas de edad), y a continuacién se midieron los niveles de fosfato, calcio
y 1,25-dihidroxivitamina D del suero. A un grupo de control se le administré de manera similar un vehiculo (tampdn
HEPES 5 mM/NaCl 0,1 M, pH = 7,0), 0,1 ml a cada uno, por via intraperitoneal. El grupo al que se le administré
OST311RQH y el grupo de control estaban constituidos por 6 ratones, respectivamente de. Cada grupo de 6 ratones
se aloj6 en una jaula de pldstico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sélido CE2 (CLEA JAPAN, Jap6n)
que contenia fosfato inorgdnico 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 1* administracién. De esta manera, se realiz6 la administracién sucesivamente 6 veces en total. En
el proceso de los procedimientos anteriores, bajo anestesia con dietiléter, se recogié sangre de la cavidad del orbital
usando capilares de vidrio a las 24 horas tras la primera administracién (inmediatamente antes de la 4* administracion)
y se recogi6 sangre del corazon a las 48 horas tras la primera administracion.

(1) Medicion 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 administracién 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 administré6 OST311RQH mostré significativa hipofosfatemia, como se muestra en la Fig. 18B (prueba t
**p < 0,01, *p < 0,05). Por el contrario, no se observé fluctuacién significativa en los niveles de calcio sérico (Fig.
18C).

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

Se mezclaron juntos volimenes equivalentes de los sueros recogidos de cada ratén a las 48 horas tras la primera
administracién por cada grupo. A continuacién, 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 mostré 244,7 pmol/l,
el grupo al que se le administré OST311RQH mostré una disminucién significativa, 24,6 pmol/I.

Ejemplo 21
Experimento de trasplante de células CHO-OST311RQH

Se llevo a cabo un experimento, en el que se trasplantaron células CHO-OST311RQH que expresan de manera
estable OST311RQH como se establecié en el Ejemplo 19 (3) en ratones atimicos (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 atimicos se alojé en una jaula
de pléstico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento s6lido CE2 (CLEA JAPAN, Japdn) que contenia fosfato
inorgdanico al 1,03% y calcio al 1,18%.

El dia 2 tras el trasplante celular, se recogi6 sangre de la cavidad del orbital usando capilares de vidrio, y a
continuacién 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 observé una disminucion 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
Preparacion del anticuerpo policlonal anti-péptido parcial de OST311 (2)

Se prepararon 4 tipos de péptidos parciales de OST311 (ID. SEC. N° 49 a 52) de la manera descrita en el Ejemplo
10. Se inmunizaron conejos con estos péptidos como antigenos, y a continuacién se realizé la transferencia Western se-
gtin el procedimiento descrito en el Ejemplo 6 (3) usando los antisueros resultantes, de modo que se detecté OST311H
recombinante en el medio acondicionado sin suero de las células CHO-OST311H. La reaccién del anticuerpo se rea-
liz6 en una disolucién, que se habia preparado diluyendo los antisueros para cada péptido 250 veces con TTBS, a 4°C
con agitacién durante la noche. Tras lavar, se afiadi6 el anticuerpo anti-conejo de cabra marcado con fosfatasa alcalina
(DAKO, Dinamarca) a la disolucién para unirse, y a continuacion se detecté OST311 recombinante usando un kit de
coloracion de fosfatasa alcalina (BIO-RAD, EEUU) (Fig. 20).
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Péptidos parciales

311-148: GMNPPPYSQFLSRRNEC (ID. SEC. N® 49)
311-170: CNTPI PRRHTR (ID. SEC. N° 50)

311-180: SAEDDSERDPLNVLKC (ID. SEC. N° 51)
311-210: LPSAEDNSPMASDC (ID. SEC. N° 52)

Ejemplo 23
Construccion del sistema ELISA para detectar la proteina OST311
(1) Purificacion del anticuerpo del antisuero de conejo anti péptido parcial de OST311

Se rellend la columna desechable de cromatografia Econo-Pac (BIO-RAD, EEUU) con 3 ml de suspensién de
proteina A sepharose 4FF (Amersham Pharmacia, EEUU), y a continuacién se lavé con 10 ml de tampén clorhidrato
de glicina 0,1 M (pH 3,3) y 20 ml de PBS. Se afiadieron 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 ul de cada uno, de manera que las fracciones del anticuerpo
se adsorbieron a la resina. La columna se lavé con 9 ml de PBS para eliminar contaminantes, y a continuacion se
afiadié 1 ml de tampédn clorhidrato de glicina 0,1 M (pH 3,3), obteniendo de ese modo fracciones de elucién de IgG.
Tras la elucidn, se afiadieron 10 ul de un tampén de neutralizacién (Tris 1 M) a cada fraccidn siempre que fuera nece-
sario neutralizar las disoluciones. Se midi6 la absorbancia a 280 nm para determinar la concentracién del anticuerpo
contenido en la fraccién de elucién (coeficiente de absorbancia calculado como: 1,34 (mg/ml)~"' - (cm)~'). A conti-
nuacién, algunas fracciones se aplicaron juntas a una columna NAP25 y el disolvente se reemplazé con disolucién de
hidrégenocarbonato de sodio. Como resultado, se obtuvieron 5 a 15 mg de anticuerpos (estos anticuerpos policlonales
se denominan a continuacién 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) Biotinilacion de 1gG anti OST311

Se diluyeron los 6 tipos anteriores de anticuerpos policlonales anti péptido OST311 hasta 1 mg/ml en disolucién
de hidrégeno carbonato de sodio 50 mM. A continuacion, se mezcl6 bien 1 mg de cada tipo de anticuerpo con diso-
lucién Biotin-ACS-Osu (1,82 pg/ml) (Japén, Dojindo) disuelta en 10 ul de dimetilformamida por inversién durante
2 horas a 4°C. Posteriormente, la disolucién mezclada se sometié a columna NAP10 para eliminar Biotin-AC5-Osu
sin reaccionar y el disolvente se reemplazé con PBS, obteniendo de ese modo 6 tipos de anticuerpos policlonales anti
péptido OST311 biotinilados.

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

Se construyd un sistema ELISA sdndwich combinando los 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311
para la inmovilizacién y los 6 tipos anteriores de anticuerpos biotinilados para la deteccién. De esta manera, se examing
la deteccidn de la proteina OST311 en el medio acondicionado de las células que expresan OST311.

Los 6 tipos de anticuerpos policlonales anti péptido OST311 para la inmovilizacién obtenidos por purificacion
de Proteina A se diluyeron hasta 10 ug/ml en disolucién de hidrégeno carbonato de sodio 50 mM. Se afiadieron 50
ul de cada disolucién diluida a cada pocillo de una placa de ELISA de 96 pocillos Maxisorp (Nunc, EEUU), y a
continuacién se dejo en reposo durante 1 hora a 37°C, inmovilizando de ese modo la IgG. Posteriormente, se retird
la disolucién de reaccién, y a continuacion se afiadieron 50 ul de tampo6n de bloqueo Superblock en TBS (PIERCE,
EEUU) por pocillo para llevar a cabo el bloqueo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras retirar la disolucion,
se afiadid el sobrenadante de cultivo rdpido OST311RQH Peak descrito en el Ejemplo 19 (5) o medio MEMa como
un control, 50 ul por pocillo, y a continuacién se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora para la unién
con los anticuerpos inmovilizados. Tras la reaccién del anticuerpo, se lavé tres veces la disoluciéon con TTBS, se
afiadieron por pocillo 50 ul 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 ug/ml con TTBS que contenia Blockace al 10%
(Dainippon Pharmaceutical, Japén), y a continuacién se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos,
llevandose a cabo de ese modo la reaccién del anticuerpo secundario. Cada pocillo se lavé tres veces con TTBS, y a
continuacidn se afiadieron por pocillo 50 ul de estreptavidina marcada con HRP (DAKO, Dinamarca) diluida 10.000
veces con TTBS que contenia Blockace al 10% y posteriormente se dejé en reposo a temperatura ambiente durante
30 minutos para la unién con los anticuerpos biotinilados. A continuacién cada pocillo se lavo tres veces con TTBS, y
posteriormente se afiadieron por pocillo 50 ul de tetrametilbencidina, el sustrato cromogénico de peroxidasa (DAKO,
Dinamarca), y a continuacién se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos para desarrollar el color.
Posteriormente, se afiadieron por pocillo 50 ul de disolucién de acido sulftirico 0,5 M para detener la reaccién. La
medicién se realizé usando un sistema de medicién de absorbancia MTP300 (CORONA ELECTRIC, Japdn) para
una placa de 96 pocillos, y la absorbancia a 450 nm se dividi6 por la absorbancia a 570 nm. Cuando solamente se
afiadi6 MEMa 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. 21 A, con una combinacién de anticuerpo 311-48 inmovilizado y deteccién
con el anticuerpo 311-180, o una combinacién de anticuerpo inmovilizado 311-180 y deteccién con anticuerpo 311-
148, OST311RQH en el medio acondicionado podia detectarse significativamente mds que el control. Por otra parte,
con una combinacién de anticuerpo 311-48 inmovilizado y deteccién con el anticuerpo 311-148, se deduce que no
s6lo 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.
N° 6) después de la escision de la proteina OST311 descrita en el Ejemplo 9. Por el contrario, con una combinacién
de anticuerpo 311-210 inmovilizado y deteccién 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. N° 8) después de la escision descrita
en el Ejemplo 9. Por consiguiente, el uso miltiple de estas combinaciones hace posible medir la cantidad absoluta y la
relacion de la presencia del polipéptido de longitud total OST311 y de los polipéptidos parciales en las muestras, tales
como muestras biolégicas.

(4) Determinacion cuantitativa de la concentracion de proteina OST311 recombinante mediante el procedimiento
de ELISA sandwich usando anticuerpo policlonal de conejo anti péptido OST311

En el sistema ELISA anterior, se examind la deteccién de OST311H recombinante purificada constituida por una
dilucién en serie de 1, 0,67, 0,33, 0,1, 0,067, 0,033 y 0,01 pg/ml con una combinacién del anticuerpo 311-48 o del
anticuerpo 311-180 como anticuerpo inmovilizado y anticuerpo 311-148 como anticuerpo para la deteccién. Como se
muestra en la Fig. 21B, podia obtenerse de esta manera linealidad fina dentro de un intervalo de 0,1 a 1 pg/ml (311-
48: R? = 0,990, 311-180: R*> = 0,996). Este resultado revel6 que puede detectarse OST311H recombinante al menos
dentro de este intervalo de concentracion.

Ejemplo 24
Examen del efecto de la administracion unica de proteina OST311 recombinante

Para examinar el efecto a corto plazo de las células CHO productoras de proteina OST311H de longitud total
recombinante en ratones normales (BALB/c, machos, de 6 semanas de edad), se administré una vez la proteina de
longitud total OST311H recombinante purificada, 5,0 pg/0,1 ml por ratén a través de la vena caudal. Se administrd
a un grupo de control, 0,1 ml de un vehiculo (PBS) por ratén a través de la vena caudal. A la hora, 3 y 8 horas tras
la administracidn, se realiz6 la extraccion de sangre del corazén y la diseccidn, se midieron los niveles de fosfato, de
calcio y de vitamina D del suero, y a continuacidn se analiz6 la cantidad de expresion del cotransportador de sodio y
fosfato en el tibulo proximal renal. El grupo al que se le administré 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 sélido
CE2 (CLEA JAPAN, Japén) que contenia fosfato inorganico 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 administracién tnica con proteina OST311, se observé una disminucidn significativa a
las 8 horas tras la administracion. Este resultado aclar6 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 ningiin momento.

TABLA 8

Niveles de fosfato del suero

Tiempo 1 3 8
Grupo al que se le administré vehiculo | 9,82 + 0,61 | 9,99 + 0,20 | 9,55 + 0,29
(mg/dl)
Grupo al que se le administré OST311 | 9,61 +0,51 | 9,96 +0,39 | 7,82 + 0,27
(mg/dl)
prueba t p>0,5 p>0,5 p < 0,005

(2) Expresion del cotransportador de sodio y fosfato en el tiibulo proximal renal
Segtn el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (6), los rifiones recogidos a la hora, 3 y 8 horas tras la admi-

nistracién se mezclaron juntos por grupos, y a continuacion se prepararon las membranas de ribete en cepillo (BBM)
del tibulo proximal. La relacién de la presencia de proteina cotransportadora de sodio y fosfato (NaPi7) en las BBM
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obtenidas se analizé por el procedimiento de transferencia Western. Como se muestra en la Fig. 22A, mientras que
las cantidades de expresion de NaPi7 a la hora y 3 horas tras la administracién fueron equivalentes a las del grupo al
que se le administr6 vehiculo, se mostré que NaPi7 en el grupo al que se le administré OST311 a las 8 horas tras la
administracion estaba significativamente disminuida en comparacién con el grupo al que se le administré vehiculo.
Mientras tanto, para examinar si la proteina NaPi7 disminuida estaba asociada con la regulacién de la transcripcion
del ARN, segtn el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (7), se preparé el ARN total de los rifiones extirpados
de cada ratén y se realizé una transferencia Northern usando la sonda descrita en el mismo. De esta manera, como se
muestra en la Fig. 22B, mientras que los niveles d¢ ARNm de NaPi7 a la hora y 3 horas tras la administracién fueron
equivalentes a los del grupo al que se le administré vehiculo, se mostré que NaPi7 en el grupo al que se le administré
OST311 a las 8 horas tras la administracién, estaba significativamente disminuido en comparacién con el grupo al
que se le administré vehiculo. Los resultados anteriores mostraron claramente que las disminuciones en los niveles
de fosfato sérico debidos al efecto directo o indirecto de la proteina recombinante OST311 correlacionaban con la
regulacién negativa del cotransportador de sodio y fosfato en el tibulo renal en sus momentos de fluctuacion, y que
la supresién de NaPi-7 a nivel de transcripcion del ARNm se presenta al menos como un factor que contribuye a la
regulacion negativa a nivel de la proteina.

(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 administracién por
el procedimiento descrito en el Ejemplo 16 (1). Como se muestra en la Fig. 23, en el grupo al que se le administré
OST311, ya se habia observado una disminucién significativa en el nivel sérico de 1,25-dihidroxivitamina D3 a las 3
horas tras la administracion, y se observé otra disminucién en el mismo a las 8 horas tras la administracion.

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

Para dilucidar si los niveles séricos disminuidos de 1,25-dihidroxivitamina D3 se debian a fluctuaciones en el
gen de la 25-hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa (l«OHasa) o de la 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa)
expresados en el rifidn, se prepararon los ARN totales de los rifiones a la 1, 3 y 8 horas tras la administracion segtin
el procedimiento descrito en el Ejemplo 11 (7), y a continuacién se realizé una transferencia Northern usando la
sonda descrita en el mismo. Como se muestra en la Fig. 24, ya 1 hora tras la administracién, se observaron niveles
disminuidos de ARNm del gen de la 1«OHasa y niveles aumentados de ARNm del gen de la 240OHasa. Se mostr6 que
esta tendencia es mds significativa a las 8 horas tras la administracion. En la Fig. 24, “vehiculo” indica un disolvente
de la proteina OST311 recombinante que comprende tampdn 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 expresion del gen de la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa (1a«OHasa) o de la 25-hidroxivitamina D-24-
hidroxilasa (24OHasa) expresados en el rifidon.

Ejemplo 25
Examen de la actividad de OST311 con delecion del extremo C terminal
(1) Construccion del sistema de expresion para OST311 que carece de la porcion C terminal

Se sintetizaron los siguientes cebadores

OST311R693 ATGCGGCCGCTATCGACCGCCCCTGACCACCCC (ID. SEC. N° 53)
OST311R633 ATGCGGCCGCTACGGGAGCTCCTGTGAACAGGA (ID. SEC. N° 54)
OST311R618 ATGCGGCCGCTCAACAGGAGGCCGGGGCCGGGGT (ID. SEC. N° 55)
OST311R603 ATGCGGCCGCTCACGGGGTCATCCGGGCCCGGGG (ID. SEC. N 56)

OST311R693, OST311R633, OST311R618 y OST311R603 son cebadores inversos para delecionar 20, 40, 45 y 50
residuos de aminodcidos de extremo 3’ de OST311, respectivamente y para introducir un codén de terminacién y una
secuencia de reconocimiento de Not I. Cada uno de estos cebadores inversos y un cebador directo OST311ME1 (ID.
SEC. N° 45) conteniendo la metionina de iniciacion de OST311 y la secuencia de reconocimiento de EcoR I descrita
en el Ejemplo 19 se combinaron para tener una concentracion final de 0,2 uM. Usando estos cebadores, polimerasa
de ADN Pyrobest (TAKARA SHUZO, Japén) y 100 ng del ADN de plasmido OST311RQH/IRES-EGFP/pEAKS
descrito en el Ejemplo 19 (2) como molde, se llevé a cabo la reacciéon de PCR durante 25 ciclos tras mantener la
temperatura a 94°C durante 1 minuto. Cada ciclo de la reaccidn estaba constituido por 94°C durante 30 segundos,
55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. El producto de reaccién obtenido se sometié a tratamiento con
fenol/cloroformo, desproteinizacidon y a continuacion precipitacion con etanol. El producto de reaccién se digirié a
continuacién con EcoR 1y Not I, y posteriormente se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 2%, de modo
que cada fragmento de ADN se separd y se recogi6é usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADN
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obtenido se unié al vector pEAKS (EdgeBioSystems, EEUU) que se habia digerido con EcoR 1y Not 1, obteniendo
de ese modo los plasmidos pPKOST311 -A C20, -A C40, -A C45, -A C50. Los ADN plasmidicos se prepararon por
medio de procedimientos convencionales, y a continuacién se determinaron las secuencias de nucledtidos usando
secuenciador de ADN por fluorescencia ABI3700 (PE Applied Biosystems, EEUU), confirmando de ese modo que
los pares de bases se habian 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 plasmidicos pPKOST311 -A C20, -A C40, -A C45, -A C50 en células
CHO ras clon-1 usando Transfectam (Promega, EEUU) segiin el manual adjunto del fabricante. Se obtuvieron las cé-
Iulas CHO-OST311RQ -A C20, -A C40, -A C45 y -A C50 que mostraron resistencia al firmaco en medio MEMa que
contenfa puromicina 5 ug/ml y FCS al 10%. Estas células se inocularon respectivamente en placas de 24 pocillos, y a
continuacién se cultivaron en medio MEMa que contenia puromicina 5 ug/ml y FCS al 10% hasta alcanzar confluen-
cia. Posteriormente, el medio se reemplazé con un medio DF (DMEM/F-12) sin suero. 3 dias mis tarde, se recogio el
medio acondicionado. El medio acondicionado obtenido se someti6 al procedimiento de transferencia Western usando
el anticuerpo policlonal 311-148 6 311-180 especifico de OST311 descrito en el Ejemplo 22, confirmando de ese
modo la expresion de cada proteina relevante en una posicidn correspondiente a cada peso molecular predicho.

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

Las células CHO que expresan los anteriores polipéptidos OST311 con delecién de 20, 40, 45 y 50 residuos se
trasplantaron por separado por via subcutdnea en ratones atimicos (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 via subcutdnea (n=6). Cada grupo de ratones se aloj6 en una jaula de plastico con acceso ad libitum al agua de
grifo y alimento s6lido CE2 (CLEA JAPAN, Japén).

El dia 3 tras el trasplante celular, se extrajo sangre del corazén, y a continuacién 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 -A C20,
-A C40, -A C45 y -A 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).
Ademds, también se observaron disminuciones significativas en los niveles séricos de 1,25-dihidroxivitamina D3 en
los grupos trasplantados con células CHO-OST311RQ -A C20, -A C40, -A C45 y -A C50 (cuando se definié como
100% un nivel sérico promedio del grupo trasplantado con células CHO ras clon-1, longitud total: 3,1%, A C40: 9,4%,
A C45:10,0% y A C50: 68,1%). Estos resultados mostraron claramente que incluso cuando se delecionaron al menos
50 aminoécidos del extremo C terminal de la proteina OST311, se mantuvo la actividad de disminucién del fosfato
sérico o la actividad de disminucion del nivel de 1,25-dihidroxivitamina D3 sérica.

Ejemplo 26

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

(1) Construccion del sistema de expresion para OST311 que carece de 9 residuos de aminodcidos del extremo N
terminal

Se sintetizaron los siguientes oligo ADN.

OST311SGFW:

aattccaccATGTTGGGGGCCCGCCTCAGGCTCTGGGTCTGTGCTTGTGCAGCGTCTGC
'AGCATGAGCGTCCTgcatGC (ID. SEC. N2 57)

OST311SGRYV:

2attGCatgcAGGACGCTCATGCTGCAGACGCTGCACAAGGCACAGACCCAGAGCCTG
AGGCGGGCCCCCAACATggtgg (ID. SEC. N2 58)

OST311SGFW es un oligo ADN que estd constituido por una secuencia genética que codifica una porcién del
péptido sefal constituida por los residuos de aminodcidos desde la metionina de iniciacién de OST311 hasta la 24*
Alade ID. SEC. N°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. Ademads, se ha introducido el sitio de reconocimiento de una enzima de restriccién Sph I en el lado 3’
de OST311SGFW y el lado 5° de OST311SGRYV. La 23* Arg dentro de la secuencia del péptido sefial se sustituyd
con His mediante la introduccién del sitio de reconocimiento Sph 1. Los anteriores oligo ADN se hibridaron segtin
procedimientos convencionales, obteniendo de ese modo fragmentos de ADN de doble hebra que contenian secuencias
de reconocimiento EcoR I en ambos extremos y la secuencia de reconocimiento Sph I en una posicién correspondiente
al 23° residuo aminodcido en el péptido sefial, y que codifica el péptido sefial de longitud total que comienza a partir
de la metionina de iniciacién de OST311 y que contiene un residuo modificado. Los fragmentos de ADN obtenidos se
insertaron en los vectores pEAKS digeridos con EcoR I (EdgeBioSystems, EEUU). A continuacién se seleccionaron
los ADN plasmidicos en los que estaban presentes ambos promotores EF1 y los fragmentos de ADN anteriores dentro
del vector en direccion directa, obteniendo de ese modo el plasmido pPKFGSG.

A continuacion, se sintetizaron los siguientes cebadores.
OST311dN9: ATATGCATGCCTCCAGCTGGGGTGGCCTGATCCAC (ID. SEC. N° 59)

OST311dNO es un cebador directo disefiado para contener un sitio de reconocimiento de Sph I en su 5° extremo,
y el 24° residuo Ala de ID. SEC. N° 2 seguido por una secuencia de aminodcido que comienza desde el 34° residuo
Ser del mismo. Usando una combinacién de este cebador y un cebador inverso OST311HNt (Ejemplo 19, ID. SEC.
N° 46) que se habia disefiado para tener una secuencia de reconocimiento Not I y 6 residuos de histidina afiadidos a
la porcién del extremo C terminal seguido por un coddn de terminacidn, y el ADN del plasmido OST311RQH/TRES-
EGFP/pEAKS descrito en el Ejemplo 19 (2) como molde, se realizé la amplificacién por PCR de la manera descrita
en el Ejemplo 25 (1). El producto de PCR obtenido se digirié con Sph 'y Not 1, y a continuacidn se insert6 en el vector
plasmidico pPKFGSG digerido con Sph I y Not I descrito anteriormente segin procedimientos convencionales.

Se determind la secuencia de nucledtidos del plasmido obtenido OST311 AN9-pPKFGSG usando el secuenciador
de ADN por fluorescencia ABI3700 (PE Applied Biosystems, EEUU), de manera que se confirmé que la secuencia de
genes insertada contenia un péptido sefial desde la metionina de iniciacién hasta la 24* Ala del gen de OST311RQH
(en el que la 23* Arg se habfa sustituido con His), contenia la delecién de sélo una secuencia genética correspondiente
a 9 residuos aminoécidos desde la siguiente 25% Tyr hasta la 33 Gly, y codificaba la secuencia completa desde la 34
Ser al coddn de terminacién que contenia el marcador de histidina.

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

Se introdujo el ADN plasmidico AN9-pPKFGSG en células CHO ras clon-1 usando Transfectam (Promega,
EEUU) segtin el manual adjunto del fabricante, y a continuacion se obtuvieron las células CHO-OST311RQ-AN9
que mostraban resistencia al firmaco en medio MEMa que contenia puromicina 5 ug/ml y FCS al 10%. Se recogi6
el medio acondicionado de las células obtenidas de la manera descrita en el Ejemplo 25. A continuacién se realizé la
transferencia Western usando el anticuerpo policlonal 311-148 especifico de OST311 descrito en el Ejemplo 22, o un
anticuerpo policlonal 311-237 obtenido nuevo inmunizando un conejo con un polipéptido parcial desde la 237° Gly
hasta la 251° Ile de ID. SEC. N° 2. De ese modo, se confirmé la expresién de una proteina relevante en la posicién
correspondiente al peso molecular predicho. Estos resultados revelaron que el péptido sefial de OST311, en el que
se habia sustituido la 23° Arg de ID. SEC. N° 2 con His, funcionaba de manera suficiente para secretar la proteina
OST311 recombinante, y que incluso cuando se habia delecionado al menos una porcién desde la 25° Tyr hasta la 33°
Gly, la proteina recombinante podia estar presente de manera estable hasta cierto punto en el medio de cultivo tras la
secrecion.

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

Las células anteriores CHO-OST311RQ-ANDO se trasplantaron por via subcutdnea a ratones atimicos (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 via subcutdnea de modo similar células CHO que expresan
OST311RQH de longitud total y células CHO ras clon-1 respectivamente (n=6). Cada grupo de ratones atimicos se
aloj6 en una jaula de plastico con acceso ad libitum al agua de grifo y alimento sélido CE2 (CLEA JAPAN, Jap6n).

El dia 4 tras el trasplante celular, se recogié sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio, y a continuacién
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-ANDY, se observo una disminucion 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-AN9: 4,33 + 0,15 mg/dl (p < 0,001, para el grupo de células CHO ras clon-
1).

Estos resultados revelaron que atin cuando se delecionaron al menos 9 residuos de aminodcidos constituidos por la
25% Tyr a 33* Gly de ID. SEC. N° 2, la actividad bioldgica de OST311 permanecio intacta.
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Ejemplo 27
Examen de Escherichia coli que produce OST311 recombinante
(1) Construccion del vector de expresion de OST311 en Escherichia coli OST311/pET3a

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311N: TGTATCCCAATGCCTCCCCACTG (ID. SEC. N° 60)
OST311Bm: ATGGATCCCTAGATGAACTTGGCGAAGGG (ID. SEC. N¢ 61)

Se realizé la PCR usando como molde el plasmido OST311/pCAGGS preparado en el Ejemplo 19, OST311N
(ID. SEC. N° 60) y OST311Bm (ID. SEC. N° 61) como cebadores, y polimerasa de ADN pfu (Promega, EEUU).
Tras mantener la temperatura a 94°C durante 1 minuto, la reaccién se realizé durante 35 ciclos, estando cada ciclo
constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Tras la reaccion, se
realizo el tratamiento de fenol/cloroformo, para inactivar la enzima, y a continuacién se recogié el ADN mediante
precipitacién con etanol. El ADN se digirié con BamH I, los fragmentos de ADNc de OST311 diana se separaron
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%, y a continuacién se recogieron usando Gene Clean II (BIO101,
EEUU). Mientras tanto, el vector plasmidico pET3a (Novagen, EEUU) se digiri6 con Nde I, y a continuacién se
generaron extremos romos usando fragmentos Klenow (Roche, Suiza). El vector se digirié ademds con BamH 1, el
fragmento de ADN plasmidico se separd por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y a continuacion se
recogi6 usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El fragmento de ADNc de OST311 obtenido de esta manera se unié
al pldsmido pET3a digerido usando un kit de unién de ADN versién 2 (TAKARA SHUZO, Japén). Posteriormente,
el producto se introdujo en DHS5«a de Escherichia coli para clonacién, y a continuacién se extrajo un plasmido. La
secuencia de nucleétidos del pldsmido se confirmé para cerciorarse de que el ADNc de OST311 se habia insertado en
pET3a segtin lo esperado. El pldsmido se denominé OST311/pET3a.

(2) Construccion del vector OST311/pET28 para la expresion de OST311 en Escherichia coli

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311Nd: ATCATATGTATCCCAATGCCTCCCCACTG (ID. SEC. N° 62)
OST311Not: ATGCGGCCGCCTAGATGAACTTGGCGAAGGG (ID. SEC. N° 63)

Se realiz6 la PCR usando como molde el plasmido OST311/pET3a, OST311Nd (ID. SEC. N° 62) y OST311Not
(ID. SEC. N° 63) como cebadores, y LA Taq (TAKARA SHUZO, Japén). Tras mantener la temperatura a 94°C durante
1 minuto, la reaccién se realizé durante 35 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94°C durante 30 segundos, 55°C
durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Tras la reaccion, se llevé a cabo el tratamiento con fenol/cloroformo
para inactivar la enzima. El fragmento de ADN amplificado se recogié por medio de precipitacién con etanol. El
fragmento de ADN se digiri6 con Nde I y Not 1, el fragmento de ADN de OST311 diana se separé por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2%, y a continuacién se recogio usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). Mientras
tanto, el vector plasmidico pET28 (Novagen, EEUU) se digiri6 con Nde 1 y Not 1, y a continuacién se desfosforild
usando fosfatasa alcalina de intestino de ternera (TAKARA SHUZO, Japén). El producto se separ6 a continuacién
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y posteriormente se recogié el plasmido digerido procedente
usando Gene Clean II (BIO101, EEUU). El ADNc de OST311 obtenido de esta manera se uni6 al plasmido pET28
digerido usando un kit de unién de ADN versién 2 (TAKARA SHUZO, Japén), y a continuacién el producto unido
se introdujo en DHS«a de Escherichia coli para clonacién, extrayendo de este modo un pldsmido. La secuencia de
nucleédtidos del plasmido se confirmé para cerciorarse de que el ADNc de OST311 que permitia la expresiéon de
OST311 recombinante que tenia una secuencia His-Tag afadida al lado N terminal se habia insertado en pET28. Este
plasmido se denominé OST311/pET28. La secuencia de aminodcidos y la secuencia de nucleétidos del His-OST311
recombinante codificadas por este vector se muestran en la Fig. 26.

(3) Expresion de His-OST311 recombinante en Escherichia coli 'y preparacion del mismo

Se introdujo el plasmido OST311/pET28 en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli Codon Plus RP (STRATA-
GENE, EEUU) para la transformacién, y a continuacion se obtuvieron los clones. Los clones obtenidos de Escherichia
coli se inocularon en 100 ml de medio LB que contenia 10 mg de kanamicina (SIGMA, EEUU) y se cultivaron a 37°C
durante la noche. La suspensién de células bacterianas se inoculd en 1 1 del medio LB hasta A4y = 0,1, y a continua-
cion se cultivé con agitacion usando un matraz Sakaguchi de 3 litros a 37°C. Se midi6 la absorbancia de la suspensién
del cultivo con el tiempo. Cuando alcanzé Agy = 0,6 a 1,0, se afiadié isopropil-1-tio-B-galactésido (IPTG) (Wako
Pure Chemical Industries, Japén) en una concentracién de 1 mM. 4 horas de mas tarde, se recogieron las células por
centrifugacion (7700g x 15 minutos). Las células recogidas se suspendieron en 20 ml de tamp6n Tris clorhidrato 0,1
M (pH 7,5) que contenia DTT 1 mM, y a continuacién se lisaron usando French Press. La disolucién que contenia
las células lisadas se centrifugd (7700g x 15 minutos), y a continuacién la fraccién del precipitado se suspendié en
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15 ml de tamp6n Tris clorhidrato 0,1 M (pH 7,5). Se afiadi6 DNasa I (Roche, Suiza) a la suspensién a 0,1 mg/ml, y a
continuacién se agit6 a 4°C durante 1 hora. A continuacién, se llevé a cabo la centrifugacion (23.400g x 15 minutos),
y posteriormente la fraccién del precipitado se recogié como cuerpo de inclusion. El cuerpo de inclusién obtenido se
lavé suspendiendo en 10 ml de tampén Tris clorhidrato 20 mM (pH 8) que contenia urea 0,75 M y Tritén-X al 1%,
y a continuacion se centrifugd (23.400g x 15 minutos) para recoger el precipitado. Este procedimiento de lavado se
repitié dos veces.

El cuerpo de inclusién lavado se suspendié en 5 ml de una disolucién desnaturalizante (tamp6én fosfato S0 mM (pH
8) que contenfa DTT 1 mM vy clorhidrato de guanidina de 6 M), y a continuacion se disolvié mediante agitacion de
la suspensién a 37°C durante 1 hora. El material insoluble se eliminé como precipitado por medio de centrifugacién
(23.400g x 15 minutos), y a continuacion se equilibr6 la disolucién con tampdn fosfato 50 mM que contenia clorhidrato
de guanidina 6 M (pH 6). La muestra disuelta se aplicé a una columna rellena con Ni-NTA Agarosa (QIAGEN,
Alemania), y a continuacién se lavé con tampoén fosfato SO mM que contenia clorhidrato de guanidina 6 M (pH 6).
La proteina adsorbida a la columna se eluyé usando tampén fosfato 50 mM (pH 4,5) que contenia imidazol 500 mM
(Nacalai Tesque, Japon) y clorhidrato de guanidina 6 M, purificando de esta manera His-OAT311 desnaturalizado. La
concentracion se obtuvo en base a la absorbancia UV a 280 nm de la muestra purificada, y a continuacién se afiadid
tampo6n fosfato 50 mM (pH 6) que contenia clorhidrato de guanidina 6 M a la muestra para tener una concentracion
final de 2 mg/ml, preparando de esta manera la disolucién de His-OST311 desnaturalizado. Se afiadi6 cisteina a la
muestra como agente reductor para tener una concentracion final de 1 mM, se diluyé 100 veces con tampdn fosfato
20 mM (pH 6) que contenia clorhidrato de guanidina 0,6 M y Tween 20 al 0,1% para comenzar el replegamiento. La
incubacion se realizé a 4°C durante 3 dias o més.

La disolucién de replegamiento se dializé contra tampdn acetato 0,1 M (pH 4,8) a 4°C. La disolucién de replega-
miento dializada se concentré aproximadamente 10 veces usando una membrana de ultrafiltracién, y a continuacién
se purificé por medio de HPLC usando la columna de intercambio catiénico SP-5SPW (TOSOH, Jap6n). La proteina se
eluyé usando tampdn fosfato 20 mM que contenia glicerol al 10% (pH 6) con un gradiente lineal de NaCl desde 0,5 M
hasta 2 M. Este patrén de elucién se muestra en la Fig. 27. El andlisis SDS-PAGE y la medicién de espectrometria de
masas revelaron que entre los dos tipos de picos de proteinas eluidas, His-OST311 estaba contenida en un pico eluido
a una concentracién salina mas baja. Como se describi6 anteriormente, a partir de aproximadamente 1 1 de células
cultivadas pudieron prepararse aproximadamente 0,6 mg del producto final purificado, His-OST311.

(4) Construccion del vector pET22b-MK-OST311 para la expresion de MK-OST311

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

OST311MK1: gaattcatatgaaatacccgaacgcttccecgetgetgggetecagetg (ID. SEC. N° 64)
OST311MK2: cccaagcettgeggecgectagatgaacttgge (ID. SEC. N 65)

Se amplific6 una secuencia diana por PCR usando el anterior plasmido de expresion de His-OST311, OST311/
pET28, como molde y OST311MKI1 (ID. SEC. N° 64) y OST311MK?2 (ID. SEC. N° 65) como cebadores. En el ADNc
OST311 obtenido por este procedimiento, 27 nucleétidos después del codén iniciacion (ATG) se habian convertido
a codones de tipo Escherichia coli. El producto de PCR se purificé usando un kit de purificacién de PCR QIAquick
(QIAGEN, Alemania), y a continuacién se digirié con enzimas de restricciéon Nde 1 (TAKARA SHUZO, Japén) y
Not 1 (TAKARA SHUZO, Japén) a 37°C durante 1 hora. El producto de PCR digerido se separé por electroforesis en
agarosa, y a continuacion se purificé con un kit de purificaciéon de PCR QIAquick (QIAGEN, Alemania). El fragmento
de ADN obtenido se digirié con enzimas de restriccién Nde I y Not 1 a 37°C durante 1 hora, y a continuacién se unié
al vector plasmidico pET22b (Novagen, EEUU), que se habia separado y purificado por medio de electroforesis en
agarosa, usando un kit DNA Ligation Ver 2 (TAKARA SHUZO, Japén) a 16°C durante 15 minutos. El producto
unido se introdujo en JM109 de Escherichia coli (TAKARA SHUZO, Japdn) para su clonacién, y a continuacién
se extrajo un plasmido mediante procedimientos convencionales. La secuencia de nucleé6tidos del plasmido obtenido
se determind para cerciorarse de que el ADNc de OST311 obtenido se habia insertado dentro del vector pET22b
segun lo esperado. Este plasmido se denominé pET22-MK-OST311. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de
aminodcidos del MK-OST311 recombinante codificado por el vector se muestran en la Fig. 26.

(5) Expresion de MK-OST311 en Escherichia coli y preparacion del mismo

Se introdujo el pldsmido pET22-MK-OST311 en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli Codon Plus RP (STRA-
TAGENE, EEUU), y a continuacién se obtuvieron los clones transformados. Los clones obtenidos de Escherichia coli
se inocularon en 100 ml de medio LB que contenia 10 mg de ampicilina y a continuacién se cultivé a 37°C durante
la noche. La suspension de células bacterianas se inocul6 en 1 1 de medio LB hasta Agy = 0,1, y a continuacién se
cultivé con agitacién usando un matraz Sakaguchi de 3 litros a 37°C. Se afiadi6 IPTG al cultivo de células bacterianas
para inducir la expresién del recombinante, y a continuacién se prepararon los cuerpos de inclusién de manera similar
al procedimiento de preparacién anterior de His-OST311.

Los cuerpos de inclusién lavados se suspendieron en 5 ml de disolucién desnaturalizante (tamp6n fosfato 50 mM
(pH 8) que contenia DTT 1 mM y clorhidrato de guanidina 6 M), y a continuacion se disolvi6 agitando la suspensién a
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37°C durante 1 hora. El producto disuelto se diluyé 2 veces usando una disolucién desnaturalizante, y a continuacién
se diluy6é 100 veces usando tampén fosfato 20 mM (pH 6) que contenia clorhidrato de guanidina 0,6 M y Tween
20 al 0,1% para comenzar el replegamiento. La incubacién se realizé a 4°C durante 3 dias o mds. Se mostré que
bajo condiciones de adicién de oxidante y un pH de 7 o mds, la proteina precipitaba de modo que la eficacia de
replegamiento disminufa significativamente. La disolucién de replegamiento se dializé contra tampén acetato 0,1
M (pH 4,8) a 4°C. La disolucién de replegamiento dializada se concentré aproximadamente 10 veces usando una
membrana de ultrafiltracién, y a continuacién se purificé por medio de HPLC usando la columna de intercambio
catiénico SP-5PW (TOSOH, Japén). La proteina se eluy6 usando tampén fosfato 20 mM que contenia 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 elucién de
proteinas, y el andlisis SDS-PAGE y la medicidn de espectrometria de masas revelé que MK-OST311 estaba contenida
en un pico eluido a una concentracién salina mds baja. De esta manera, a partir de aproximadamente 1 1 de células
cultivadas en el matraz, pudieron purificarse aproximadamente 0,6 mg del producto final purificado, MK-OST311.

(6) PEGilacion de MK-OST311

Se ajustaron 10 ml de MK-OST311 (0,05 mg/ml) purificados con una columna de intercambio iénico para tener
pH 4,8 usando 4cido acético al 10%. Se afiadieron 25 mg de PEG activado (Sharewater, EEUU) con un peso molecular
de 20.000 disuelto en tamp6n acetato 10 mM (pH 4,8) a esta disolucién con agitacién en hielo. 15 minutos més tarde,
se afiadi6 ciano borohidruro de sodio 1 M (Nacalai Tesque, Japén) disuelto en tampén acetato 10 mM (pH 4,8) a la
disolucidn para tener una concentracion final de 15 mM, y a continuacion se agité la disolucién a 4°C durante 16 horas.
La OST311 PEGilada por esta reaccion se purificé por medio de HPLC usando la columna de intercambio catiénico
SP-5PW (TOSOH, Japén). La proteina se eluy6 usando tampdn fosfato 20 mM que contenia 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 eluy6 como
un tnico pico en el lado de fuerza iénica mas baja comparado con el de MK-OST311.

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

Para examinar la actividad biol6gica de la His-OST311 purificada recombinante, se llevé a cabo una administracién
unica de la proteina recombinante, 4,5 ug/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 mds
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 realizé una tinica administracién de la misma dosis del recombinante purificado
procedente de células CHO-OST311H a un grupo de control positivo, y se realizé una tnica administraciéon de un
vehiculo que comprendia tampén fosfato 20 mM (pH 6,9) y NaCl 0,3 M, 0,1 ml cada uno, a un grupo al que se le
administré vehiculo, ambos a través de la vena caudal.

Como se muestra en la Fig. 30A, en el grupo al que se administré His-OST311 a las 9 horas tras la administracion,
se observo un efecto significativo de disminucién de los niveles de fosfato sérico comparado con el grupo al que se
le administré vehiculo. El grado de disminucion fue equivalente al del grupo al que se le administré células CHO
productoras de proteina recombinante. Ademas, los niveles de 1,25-dihidroxivitamina D3 sérica a las 9 horas tras la
administracién en el grupo al que se administré His-OST311 también mostraron una disminucién significativa como
se muestra en la Fig. 32.

Como se describi6 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 administracién tinica de células CHO productoras de proteina OST311.
Antes de este punto temporal, a la hora tras la administracién, se observé expresién disminuida de 25-hidroxivitami-
na D-1-a-hidroxilasa (1«OHasa) y expresion aumentada de 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (24OHasa) en los
rifiones. Por consiguiente, se llevé a cabo la administracién tnica de His-OST311, 4,5 ug/0,1 ml por ratén, a ratones
BALB/c (de 5 semanas de edad, machos) a través de la vena caudal, y a continuacién se extirparon los rifiones a la hora
y 4 horas mas tarde. Los cambios en la expresion del gen 1«OHasa y del gen 240OHasa en los rifiones se analizaron
mediante el procedimiento de transferencia Northern. Se llevé a cabo la administracién tnica de la misma dosis de
recombinante purificada procedente de células CHO-OST311H a un grupo de control positivo, y la administracién
unica de un vehiculo que comprendia tamp6n fosfato 20 mM (pH 7,0) y NaCl 0,3 M, 0,1 ml cada uno, a un grupo al
que se le administré vehiculo, 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 provocé la expresion disminuida del gen de 1«OHasa
y la expresiéon aumentada del gen de 240OHasa ya a la hora tras la administracién. Se revel6 que His-OST311 tiene
actividad en la regulacién de la expresion de genes de enzimas que metabolizan la vitamina D equivalente a las células
CHO que producen recombinante. Ademads, como se muestra en la Fig. 32, los cambios en los niveles de la 1,25-dihi-
droxivitamina D3 sérica mostraron una disminucién moderada a las 4 horas tras la administracion con recombinante,
y mostraron una disminucién mas significativa a las 8 horas. Se revel6 que este tipo de cambios fue casi coherente con
la de los cambios con el tiempo como se observé en el experimento de administracién de células CHO que producen
recombinante CHO descrito en el Ejemplo 24 (3).

De los resultados anteriores, se revel6 que His-OST311 recombinante producida por Escherichia coli tiene activi-

dades bioldgicas de al menos, actividad de disminucién 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.
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(8) Examen de la actividad de MK-OST311 PEGilado

Se examind la actividad biolégica de MK-OST311 PEGilado llevando a cabo una administracién unica de MK-
OST311 PEGilado, 5,0 ug/0,1 ml por ratén, 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 continuacién se midieron los niveles
de fosfato sérico a las 9 horas después de la administracién por un procedimiento similar al del Ejemplo 20. Se llevé
a cabo la administracién tnica de un vehiculo que comprendia PB 20 mM (pH 6,0), glicerol al 10%, NaCl 1 M y
Tween 20 al 0,1%, 0,1 ml/ratén, a un grupo al que se le administré vehiculo a través de la vena caudal. A las 8 horas
después de la administracion, se recogio sangre de la cavidad orbital usando capilares de vidrio, y a continuacién se
midieron los niveles de fosfato inorgédnico de los sueros obtenidos. Como se muestra en la Fig. 30B, se observé un
efecto significativo de disminucidén de los niveles de fosfato sérico en el grupo al que se le administré6 MK-OST311
PEGilado, comparado con el grupo al que se le administré vehiculo. Los resultados revelaron que cuando se PEGil6
el recombinante producido por Escherichia coli, no se inhibid su actividad bioldgica.

Ejemplo 28
Introduccion de mutacion de aminodcidos en el sitio de escision

Como se describié en el Ejemplo 9, se mostré que OST311 se escindié en una posicién entre los residuos ami-
nodcidos 179°, Arg, y 180°, Ser, de ID. SEC. N° 2. Mientras tanto, como se describi6 en el Ejemplo 19 se confirmé
que esta escision se inhibia por la sustituciéon simultinea de ambos residuos aminodcidos de la 176°, Arg, y 179°,
Arg, de OST311 con Gln. Estos hechos sugieren una posibilidad de que esta escision 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. N° 4 se administra in vivo, puede tener lugar
la misma escision que se describid anteriormente o una escision similar del mismo. Por lo tanto, los residuos aminod-
cidos 175° al 180° de ID. SEC. N° 2 se sustituyeron respectivamente con Ala, Gln o Trp, y a continuacién se examind
como afect6 la sustitucion a los patrones de expresion y secrecion en cada recombinante mutante en las células CHO.

(1) Construccion del gen OST311 con mutaciones en el sitio de escision

Se sintetizaron los siguientes cebadores.

pyh23PA1F  AACACCCCCATAGCACGGCGGCACA (ID. SEC. N° 66)
pyh23PA1R  TGTGCCGCCGTGCTATGGGGGTGTT (ID. SEC. N 67)
pyh23RA1F  ACCCCCATACCAGCGCGGCACACCCG (ID. SEC. N° 68)
pyh23RA1TR  CGGGTGTGCCGCGCTGGTATGGGGGT (ID. SEC. N° 69)
pyh23RA2F  CCCATACCACGGGCGCACACCCGGAG (ID. SEC. N 70)
pyh23RA2R  CTCCGGGTGTGCGCCCGTGGTATGGG (ID. SEC. N2 71)
pyh23HA1F  ATACCACGGCGGGCCACCCGGAGCGC (ID. SEC. N2 72)
pyh23HA1TR  GCGCTCCGGGTGGCCCGCCGTGGTAT (ID. SEC. N2 73)
pyh23TA1F CCACGGCGGCACGCCCGGAGCGCCG (ID. SEC. N¢ 74)
pyh23TATIR  CGGCGCTCCGGGCGTGCCGCCGTGG (ID. SEC. N2 75)
pyh23RA3F  CGGCGGCACACCGCGAGCGCCGAGGA (ID. SEC. N° 76)
pyh23RA3R  TCCTCGGCGCTCGCGGTGTGCCGCCG (ID. SEC. N2 77)
pyh23SA1F  CGGCACACCCGGGCCGCCGAGGACGA (ID. SEC. N® 78)
pyh23SA1R  TCGTCCTCGGCGGCCCGGGTGTGCCG (ID. SEC. N 79)
pyh23RKQ1F ACCCCCATACCACAGCGGCACACCCG (ID. SEC. N° 80)
pyh23RKQ1R CGGGTGTGCCGCTGTGGTATGGGGGT (ID. SEC. N° 81)
pyh23RKQ2F CCCATACCACGGCAGCACACCCGGAG (ID. SEC. N° 82)
pyh23RKQ2R CTCCGGGTGTGCTGCCGTGGTATGGG (ID. SEC. N 83)
pyh23RKQ3F CGGCGGCACACCCAGAGCGCCGAGGA (ID. SEC. N° 84)
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pyh23RKQ3R TCCTCGGCGCTCTGGGTGTGCCGCCG (ID. SEC. N° 85)
pyh23RWF CGGCGGCACACCTGGAGCGCCGAGG (ID. SEC. N¢ 86)
pyh23RWR CCTCGGCGCTCCAGGTGTGCCGCCG (ID. SEC. N2 87)

pyh23PA1F y pyh23PA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacion, en la que la sustitucién
de la 652° citosina del ADNc de OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina causa la sustitucion del 174° residuo aminoécido,
Pro, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacion, en el presente documento, esta mutacion se denomina P174A.

pyh23RAI1F y pyh23RAIR son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la susti-
tucién de la 655 citosina y la 656 guanina del ADNc de OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina y citosina, respec-
tivamente, causan la sustitucién del 175° residuo aminoacido, Arg, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacién, en el
presente documento, esta mutacion se denomina R175A.

pyh23RA2F y pyh23RA2R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la sustitu-
cion de la 658 citosina y la 659* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitucioén del 176° residuo aminodcido, Arg, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacién, en el presente
documento, esta mutacion se denomina R176A.

pyh23HAI1F y pyh23HAIR son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la sustitu-
cién de la 661* citosina y la 662* adenina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitucién del 177° residuo aminodcido, His, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacién, en el presente
documento, esta mutacién se denomina H177A.

pyh23TA1F y de pyh23TA1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacion, en la que la sus-
titucion de la 664* adenina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina causa la sustitucion del 178° residuo
aminodcido, Thr, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacién, en el presente documento, esta mutacién se denomina
T178A.

pyh23RA3F y pyh23RA3R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la sustitu-
cion de la 667° citosina y la 668* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina y citosina, respectivamente,
causan la sustitucioén del 179° residuo aminoécido, Arg, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacién, en el presente
documento, esta mutacion se denomina R179A.

pyh23SAI1F y pyh23SAI1R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la sustitucién
de la 670 adenina la 671* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con guanina y citosina, respectivamente, causan
la sustitucién del 180° residuo aminodcido, Ser, de ID. SEC. N° 2 con Ala. A continuacion, en el presente documento,
esta mutacién se denomina S180A.

pyh23RKQIF y pyh23RKQIR son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la
sustitucion de la 656* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con adenina causa la sustitucién del 175° residuo
aminodcido, Arg, de ID. SEC. N° 2 con GlIn. A continuacidn, en el presente documento, esta mutacién se denomina
R175Q.

pyh23RKQ2F y pyh23RKQ2R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la
sustitucion de la 659* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con adenina causa la sustitucién del 176° residuo
aminodcido, Arg, de ID. SEC. N° 2 con GlIn. A continuacidn, en el presente documento, esta mutaciéon se denomina
R176Q.

pyh23RKQ3F y pyh23RKQ3R son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacién, en la que la
sustitucion de la 668* guanina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con adenina causa la sustitucién del 179° residuo
aminodcido, Arg de ID. SEC. N° 2 con GIn. A continuacién, en el presente documento, esta mutacién se denomina
R179Q.

pyh23RWF y pyh23RWR son los cebadores directo e inverso para introducir una mutacion, en la que la sustitucion
de la 667 citosina del ADNc OST311 (ID. SEC. N° 1) con timina causa la sustitucion del 179° residuo aminoacido,
Arg de ID. SEC. N°2 con Trp. A continuacioén, en el presente documento, esta mutacion se denomina R179W.

(1)-1 Construccion del gen de OST311P174AH

Se prepararon 2 tipos de disoluciones de reaccién (100 ul de cada una) usando polimerasa de ADN Pyrobest
(TAKARA SHUZO, Japén) segiin el manual adjunto del fabricante. Para una disolucién de reaccién, se utilizaron
OST311MELI (ID. SEC. N° 45) y pyh23PA1F (ID. SEC. N° 66) como cebadores a una concentracién final de 0,2 uM,
y para la otra disolucién de reaccién, se utilizaron pyh23PA1R (ID. SEC. N° 67) y OST311HNt (ID. SEC. N° 46)
como cebadores a una concentracion final de 0,2 uM. A cada disolucién de reaccion, se afiadieron 10 ng del pldsmido
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OST311/pCAGGS descrito en el Ejemplo 19 (1) como molde, y a continuacién la disolucién se mantuvo a 94°C
durante 1 minuto. A continuacion, se realizé la reaccion de PCR durante 40 ciclos, estando cada ciclo constituido
por 94°C durante 20 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Los dos tipos de disoluciones
de reaccion se diluyeron 10 veces respectivamente, y posteriormente se afiadié 1 ul de cada disolucién a 100 ul de
una disolucién de reaccién preparada segtn el documento adjunto al kit de polimerasa de ADN Pyrobest (TAKARA
SHUZO, Jap6n). Se anadieron OST311MEI (ID. SEC. N° 45) y OST311HNt (ID. SEC. N° 46) como cebadores a la
disolucidon para tener una concentracion final de 0,2 uM, y a continuacién la disolucién se mantuvo a 94°C durante
1 minuto. A continuacién, la reaccién de PCR se realizé durante 30 ciclos, estando cada ciclo constituido por 94°C
durante 20 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto y 30 segundos. Después de la reaccién
de PCR, la disolucién se mantuvo ademas a 72°C durante 7 minutos. Los productos de reaccién obtenidos de esta
manera se recogieron usando Gene Clean II (BIO101, EEUU) segtin el manual adjunto del fabricante. Los productos
se digirieron a continuacién con EcoR 1y Not I, y a continuacién se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
al 2% para separar fragmentos de ADN de aproximadamente 800 pb. El fragmento se recogié usando Gene Clean
IT (BIO101, EEUU). Los fragmentos de ADN obtenidos de esta manera se insertaron en los sitios de EcoR 1y Not
I del vector pEAKS (EdgeBio, EEUU), obteniendo de ese modo el pldsmido OST311P174AH-pEAKS. El ADN del
plasmido se prepard segin procedimientos convencionales, y la secuencia de nucledtidos se determiné usando un
secuenciador de ADN de fluorescencia ABI3700 (PE Applied Systems, EEUU). De esta manera, se confirmé que la
mutacién P174H se habia introducido segtin lo esperado. Por otra parte, se confirmé que se habia afiadido un marcador
de histidina al extremo C terminal. El polipéptido codificado por un gen mutante que tiene introducida la mutacién
P174A en el mismo se denomina OST311P174AH.

(1)-2 Preparacion del gen de OST311RI75AH

El gen de OST311R175AH se preparé usando los cebadores pyh23RA1F (ID. SEC. N° 68) y pyh23RA1R (ID.
SEC. N° 69) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-3 Preparacion del gen de OST311R176AH

El gen de OST311R176AH se preparé usando los cebadores pyh23RA2F (ID. SEC. N° 70) y pyh23RA2R (ID.
SEC. N°71) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-4 Preparacion del gen de OST311HI77AH

El gen de OST311H177AH se prepar6 usando los cebadores pyh23HAILF (ID. SEC. N° 72) y pyh23HAIR (ID.
SEC. N° 73) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-5 Preparacion del gen de OST311TI78AH

El gen de OST311T178AH se prepar6 usando los cebadores pyh23TAIF (ID. SEC. N°74) y pyh23TA1R (ID. SEC.
N° 75) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-6 Preparacion del gen de OST311R179AH

El gen de OST311R179AH se preparé usando los cebadores pyh23RA3F (ID. SEC. N° 76) y pyh23RA3R (ID.
SEC. N° 77) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-7 Preparacion del gen de OST311S180AH

El gen de OST311S180AH se preparé usando los cebadores pyh23SAI1F (ID. SEC. N° 78) y pyh23SAIR (ID.
SEC. N°79) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-8 Preparacion del gen de OST311RI175Q0H

El gen de OST311R175QH se preparé usando los cebadores pyh23RKQ1F (ID. SEC. N° 80) y pyh23RKQIR (ID.
SEC. N° 81) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-9 Preparacion del gen de OST311RI76QH

El gen de OST311R176QH se preparé usando los cebadores pyh23RKQ2F (ID. SEC. N° 82) y pyh23RKQ2R (ID.
SEC. N° 83) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.
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(1)-10 Preparacion del gen de OST311R179Q0H

El gen de OST311R179QH se preparé usando los cebadores pyh23RKQ3F (ID. SEC. N° 84) y pyh23RKQ3R (ID.
SEC. N° 85) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(1)-11 Preparacion del gen de OST311R179WH

El gen de OST311R179WH se prepard usando los cebadores pyh23RWF (ID. SEC. N° 86) y pyh23RWR (ID.
SEC. N° 87) por un procedimiento similar al del punto (1)-1.

(2) Expresion transitoria de los genes de OST311 con mutacion en el sitio de escision y preparacion del medio
acondicionado

Se inocularon células rapidas pPEAK (EdgeBiosystems, EEUU) sobre una placa de 12 pocillos. Los 11 tipos de
pldsmidos de expresion para OST311 mutantes anteriores se transfectaron en las células por medio de un procedi-
miento con fosfato de calcio segtin el documento adjunto al sistema pEAK (EdgeBiosystems, EEUU). Las células se
dejaron reposar durante 4 horas, el medio se reemplazé con 1,5 ml de medio MEMa sin suero, las células se cultivaron
a 37°C durante 2 dias, y a continuacion se recogié el medio acondicionado.

(3) Evaluacion de la expresion de los genes de OST311 con la mutacion en el sitio de escision

El medio acondicionado obtenido de esta manera se sometié a transferencia Western de la manera descrita en
el Ejemplo 6 (3), y a continuacién se examiné la presencia de OST311 recombinante con la mutacién en el sitio
de escisién en el medio acondicionado. El anticuerpo policlonal especifico para OST311, 311-148 descrito en el
Ejemplo 22 se utiliz6 para la deteccion. De esta manera, como se muestra en la Fig. 33, se observé un producto
de degradacién que contenia el polipéptido representado por ID. SEC. N° 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 tenian sustituciones en los residuos de aminodcidos 174° hasta 180°. Sin embargo, no
se observaron productos de degradacion 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 aminodcidos
176° Arg y 179° Arg desempefian un papel importante en la escisién que tiene lugar entre los residuos de aminodcidos
179° Arg y 180° Ser. Es decir, la escision se inhibe o se suprime por la sustitucion de ambos residuos al menos con
cualquier aminodcido de entre Ala, Gln o Trp. Por consiguiente, se espera que esté promovida la produccién 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 expresién de OST311 en
células de CHO o células COS entre la 179 arginina y 180" serina localizadas inmediatamente después del motivo
RXXR, como se mostré en el Ejemplo 9. Como se muestra claramente en el Ejemplo 18, la actividad inductora de
hipofosfatemia de la protefna OST311 se mantuvo en la proteina de longitud total que no se habia escindido en este
sitio. Ademads, resulté clara la implicacién del motivo RXXR en esta escision a partir del experimento de introduccién
de la mutacién mostrado en los Ejemplos 19 y 28. Para producir y obtener OST311 recombinante de manera eficaz,
evitar esta escision es un problema importante, y la introduccién de la mutacién 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 estd localizada en la regién Trans-golgi, y se cree que escinde la proteina post traducida
al reconocer el motivo RXXR en el proceso de secrecion.

(1) Implicacion de la furina en la escision de OST311

El plasmido OST311/pCAGGS se introdujo en células LoVo deficientes en furina usando Transfectum (Promega,
EEUU). A continuacion, las células se cultivaron durante 48 horas. Cuando se analizé la proteina OST311 expresada y
secretada de manera transitoria en la disolucién del cultivo por medio de transferencia Western usando anticuerpo 311-
148, no se detectd el producto escindido. Este resultado sugiere que la furina estd implicada en la escision observada
cuando se produce OST311.

(2) Evitar la escision de OST311

Se asumio6 de los resultados anteriores que la inhibicion de la actividad de furina fue eficaz para mejorar la produc-
tividad de OST311, en la que no se escindio entre la 179 arginina y la 1807 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-
cion en la que la actividad de furina esté suprimida por la adicién de un inhibidor de furina. Para suprimir la actividad
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de furina de las células de CHO-OST311H, se expresé de manera transitoria « 1-antitripsina Portland («1-PDX) segtin
el procedimiento informado por Benjannet S y col. (J. Biol Chem 272: 26210-26218, 1997), y a continuacién se re-
cogi6 el medio acondicionado. La relacién del polipéptido de longitud total en los productos recombinantes aumentd,
comparada con la del medio acondicionado de las células de control CHO-OST311H sin este gen. Por consiguiente,
se concluy6 que la eficacia de la produccion de la proteina OST311 de longitud total puede elevarse introduciendo una
sustancia que suprima la actividad de furina de manera extrinseca o intrinseca.
Aplicabilidad industrial

Segtn la presente invencion, se proporciona el uso de un polipéptido como se defini6 en ID. SEC. N° 4 que regula
el metabolismo del fosfato, el metabolismo del calcio y/o la calcificacién. Se da a conocer el ADN que codifica el
polipéptido, y se proporcionan también una composicidon farmacéutica que contiene el polipéptido como un ingrediente
activo, y un anticuerpo que reconoce el polipéptido, una composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo como
un ingrediente activo, un procedimiento de diagndstico que usa el anticuerpo, y una composicién de diagnéstico.
Texto libre del listado de secuencias

ID. SEC. N° 12: ADN sintético

ID. SEC. N° 13: ADN sintético

ID. SEC. N° 14: ADN sintético

ID. SEC. N° 15: ADN sintético

ID. SEC. N° 16: ADN sintético

ID. SEC. N° 17: ADN sintético

ID. SEC. N° 18: ADN sintético

ID. SEC. N° 19: ADN sintético

ID. SEC. N° 20: ADN sintético

ID. SEC. N° 21: ADN sintético

ID. SEC. N° 22: ADN sintético

ID. SEC. N° 23: ADN sintético

ID. SEC. N° 24: ADN sintético

ID. SEC. N° 25: ADN sintético

ID. SEC. N° 26: ADN sintético

ID. SEC. N° 27: ADN sintético

ID. SEC. N° 28: Péptido sintético

ID. SEC. N° 29: Péptido sintético

ID. SEC. N° 30: ADN sintético

ID. SEC. N° 31: ADN sintético

ID. SEC. N° 32: ADN sintético

ID. SEC. N° 33: ADN sintético

ID. SEC. N° 34: ADN sintético

ID. SEC. N° 35: ADN sintético

ID. SEC. N° 36: ADN sintético
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un polipéptido constituido por la secuencia de aminodcidos representada por ID. SEC. N° 4 en la fabri-
cacién de un medicamento para el tratamiento de al menos una enfermedad seleccionada del grupo constituido por
hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo, osteodistrofia renal, calcificacién ectdpica, osteoporosis e hipervitaminosis D.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido estd modificado por medio de al menos una sustancia se-
leccionada del grupo constituido por polietilenglicol, dextrano, poli (N-vinil-pirrolidona), homopolimero de polipro-
pilenglicol, copolimero de poli-6xido de propileno y 6xido de polietileno, poliol polioxietilado y alcohol polivinilico.

3. Uso de un anticuerpo que reacciona con el polipéptido constituido por la secuencia de aminoacidos representada
por ID. SEC. N° 4 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades dseas.

4. Uso de un anticuerpo que reacciona con el polipéptido constituido por la secuencia de aminoacidos representada
por ID. SEC. N°4, en la fabricacién 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 6seas asociadas a la didlisis, la osteopatia con hipocalcificacién, 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 aminoécidos
representada por ID. SEC. N° 4.
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<400> 1
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gcetgggcca ggagagtccc gacaggagtg tcaggtttca atctcagcac cagccactca 120

gagcagggeca cg atg ttg ggg gee cge ctec agg cte tgg gte tgt gece ttg 171
Met Leu Gly Ala Arg Leu Arg Leu Trp Val Cys Ala Leu
1 5 10

tgc agc gtc tgc agc atg agc gtc ctc aga gcc tat ccc aat gee tce 219
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15 20 25

cca ctg ctec gge tcc age tgg ggt gge ctg atc cac ctg tac aca gcc 267
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30 35 40 45

aca gcc agg aac agc tac cac ctg cag atc cac aag aat ggc cat gtg 315

Thr Ala Arg Asn Ser Tyr His Leu Gln Ile His Lys Asn Gly His Val



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gat

Asp

gag
Glu

cte

Leu

ccg
Pro

110

gtc
Yal

aag

ctg

Leu

ggc
Gly

gat

Asp

tgc
Cys
95

gag
Glu

tac

Tyr

aga

Arg

tcc

Ser

gca

Ala

get
Ala
80

atg

Met

aac

Asn

cac

His

gcc

Ala

cgsg
Arg
160

ccc
Pro

65

gEC
Gly

gat

Asp

tgc

Cys

tct

Ser

tte
Phe
145

agg

Arg

50

cat

His

ttt

Phe

ttc

Phe

agg
Arg

cct
Pro

130

ctg

Leu

aac

Asn

cag

Gln

gtg
Val

aga

Arg

ttc
Phe
115

cag

Gln

cca

Pro

gag
Glu

ES 2344 679 T3

acc

Thr

gtg
Val

gg¢
Gly
100

caa

Gln

tat

Tyr

24°4¢
Gly

atc

Ile

atc

Ile

att
Ile
85

aac

Asn

cac

His

cac

His

atg

Met

cce
Pro

165

tac

55

agt

gce ctg atg

Tyr Ser Ala Leu Met

70

aca

Thr

att
Ile

cag

Gln

ttc
Phe

aac
Asn

150

cta

Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

acg

Thr

ctg
Leu

135

cca

Pro

att

Ile

gtg
Val

gga
Gly

ctg
Leu

120

gtc

Val

ccce

Pro

cac

His

atg

Met

tca
Ser

105

gaa

Glu

agt

Ser

ccg

Pro

tte

Phe

agc
Ser

90

cac

His

aac

Asn

ctg

Leu

tac

Tyr

aac
Asn

170

atc
Ile
75

aga

tat

Tyr

EEE
Gly

ggc
Gly

tcc
Ser

155

acc

Thr

60

aga

Arg

aga

Arg

ttc

Phe

tac

Tyr

Cgg
Arg
140

cag

Gin

ccc

Pro

tca

Ser

tac

Tyr

gac

Asp

gac
Asp
125

8Cg
Ala

ttc
Phe

ata

Ile

363

411

459

507

555

603

651



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

aacaggtaaa

atttctctte

adaaaaaaaa

aaatcggaga

ccactggcat

aacactactt

ctggtggtag

aatcataata

tctgtgcage

atacagccte

agcttttaca

aaattccaac

ccattctgaa

tctgggttag

caaggactca

ctagaaattt
cttgtgcecte
aaaaagcagt
tcccagaage
ttgagtgtgc
tcaagcctte
gctggtgaaa
gaaagcfcag
cacagccaga
accttttgge
ctggctcacg
tctcctaaga
caaactacaa

gttttectgtg

gggggaaaga

ES 2344 679 T3

cccettcatg

tcctectttat

gggttcctga

ttctccactg

aaaccttgac

gttcttcctt

acttgacagc

cctecectaca

gggcccagaa

cccatctctg

aaaatctgcc

ggcatttaat

aaatgtgact

gactgaaaaa

aatcagggga

aaggtagaga

cacttttaag

gctcaagact

ccctatgcat

attaacagct

gagcatctct

tagacttgat

gggtgagceac

tggcccecact

gtttttgaaa

ctgctagaat

taaggctcta

Eggaaggees

tcgtgtecett

catgttatag

gaaggggtct

cataaaaaaa

ttgaaggtgt

ttatgttaga

gaatggggca

ggggaagage

gettgetgaa

cttectgtcte

ctgttcccaa

atttggtcta

ttgcttttca

cttccaggtt

ctttgagaga

ttctctaaat

aagttatgaa

ctcccaacat
aaaaaaaaaa
agggaagagg
tgcececgate
agttgatgaa
tgtcaaaaga
atgaggcagg
getgtetece
gcagttcatg
aggaataaat
aaatggaaat
gagtaggaét
ctgggactgc

gaagtggcat

1185

1245

1305

1365

1425

1485

1645

1605

1665

1725

1785

1845

1905

1965

aagacaacca 2025



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

catggtcagg

gttaaaactc

ttaaatgaag

ctctctttaa

gcttettccee

tctattettt

ctgaacttga

ccatgcatgg

cataatagct

gttgtaatct

agctcctaca

tttgeetate

ctgtttaaaa

<210>2

<211> 251

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2344 679 T3

ctettgtctg tggtctctag ggetctgeag

tcctaggetg

ccttacccca

atgaccacct

agtcactttt

ttggttatga

agractggtt

caaatatttt

attggaggct

cacaaactca

atttcttata

cttctatatt

taaaaataaa

acacatctgg

ttactgecggt

aaaggacagt

ttttttctca

gagaaatgtt

cctattctga

aatatttctg

cctcagtgaa

acactaccat

tccctegtca

tatagatatt

attta

gtctcaatcce

tcttcetgta

atattaacaa

ctgccatcac

gggecaactgt

aacagtaaaa

ttttcattte

agatcccaaa

caggggtttt

tgtggecagta

tataaaaatg

cagcagtggce

ccttggaaat

agggggctec

gcaaagtcga

atactaacct

ttttacctga

ctatgtataa

ctgttggaaa

aggattttgeg

ctttatggca

tttatttatt

taaccccttt

tcttcgatta 2085

tcttggtgea 2145

attttcctce 2205

ttcaacaaca 2265

tatactttga 2325

tggttttaag 2385

tagtatatag 2445

tattatcctg 2505

tggaaaacta 2565

aagccaaaat 2625

tatttggaag 2685

ttcectttectt 2745

2770



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

Met

Cys

Gly

Asn

Pro

65

Gly

Asp

Cys

Ser

Leu

Ser

Ser

Ser

50

His

Phe

Phe

Arg

Pro

Gly

Met

Ser

35

Tyr

Gln

Val

Arg

Phe
115

Gln

Ala

Ser

20

Trp

His

Thr

Val

Gly

100

Gln

Tyr

Arg

Val

Gly

Leu

Ile

Ile

85

Asn

His

His

Leu

Leu

Gly

Gln

Tyr

70

Thr

Ile

Gln

Phe

ES 2344 679 T3

Arg Leu

Arg Ala

Leu Ile
40

Ile His
55

Ser Ala

Gly Val

Phe Gly

Thr Leu
120

Leu Val

Trp Val
10

Cys Ala Leu Cys Ser Val

Tyr Pro Asn Ala Ser

25

His Leu

Lys Asn

Leu Met

Met Ser
90

Ser His

105

Glu Asn

Ser Leu

Tyr

Gly

Ile

75

Arg

Tyr

Gly

Gly

Thr Ala
45

His Val
60

Arg Ser

Arg Tyr

Phe Asp

Tyr Asp
125

Arg Ala

Pro

30

Thr

Asp

Glu

Leu

Pro

110

Val

Lys

15

Leu

Ala

Gly

Asp

Cys

95

Glu

Tyr

Arg

Leu

Arg

Ala

Ala

80

Met

Asn

His

Ala
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130

Phe Leu
145

Arg Asn

His Thr

Leu Lys

Glu Leu
210

Gly Val
225

Pro Glu

<210>3

<211> 684

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(684)

Pro Gly

Glu Ile

Arg Ser
180

Pro Arg

195

Pro Ser

Yal Arg

Gly Cys

Met

Pro

165

Ala

Ala

Ala

Gly

Arg
245

ES 2344 679 T3

Asn

150

Leu

Glu

Arg

Glu

Gly

230

Pro

135

Pro Pro Pro Tyr

Ile His Phe Asn
170

Asp Asp Ser Glu
185

Met Thr Pro Alae
200

Asp Asn Ser Pro
215

Arg Val Asn Thr

Phe Ala Lys Phe
250

Ser

155

Thr

Arg

Pro

Met

His

235

Ile

140

Gln

Pro

Ala

Ala
220

Ala

Phe Leu Ser Arg

Ile

Pro

Arg
175

Pro Leu Asn

Ser

205

Ser

190

Cys

Asp

Gly

Ser

Pro

Thr

160

Arg

Val

Gln

Leu

Gly
240
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<400> 3

tat

Tyr

cac

His

aag

Lys

ctg

Leu

atg
Met
65

tca

Ser

gaa

ccC

Pro

ctg

Leu

aat

Asn

atg
Met
50

agc

Ser

cac

His

aac

aat

Asn

tac

Tyr

ggc
Gly
35

atc

Ile

aga

Arg

tat

Tyr

ggg

gcce

Ala

aca
Thr
20

cat

His

aga

Arg

aga

Arg

ttc
Phe

tac

tce

Ser

gcc

Ala

gtg
Val

tca

Ser

tac

Tyr

gac
Asp
85

gac

cca

Pro

aca

Thr

gat

Asp

gag
Glu

ctc
Leu

70

ccg

Pro

gte

ES 2344 679 T3

ctg

Leu

gee

Ala

ggC
Gly

gat
Asp
55

tge

Cys

gag
Glu

tac

cte

Leu

agg

Arg

gca
Ala
40

gct
Ala

atg

Met

aac

Asn

cac

ggc
Gly

aac
Asn

25

CcCC

Pro

ggc

Gly

gat

Asp

tge

Cys

tet

tce
Ser

10

agc

Ser

cat

His

ttt
Phe

tte
Phe

agg
Arg
90

cct

agce

Ser

tac

Tyr

cag

Gln

gtg
Val

aga
Arg
75

ttc
Phe

cag

tgg

cac

His

acc

Thr

gtg
Val
60

ggc
Gly

caa

Gln

tat

gt
Gly

ctg

Leu

atc
Ile
45

att
Ile

aac

Asn

cac

His

cac

ggcC
Gly

cag
Gln
30

tac

Tyr

aca

Thr-

att

Ile

cag

Gln

ttc

ctg atc
Leu Ile
15

atc cac

Ile His

agt gcce
Ser Ala

ggt gtg
Gly Val

ttt gga
Phe Gly
80

acg ctg

Thr Leu

95

ctg gtc

48

96

144

192

240

288

336
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Glu

agt

- Ser

ccg

Pro

ttc
Phe
145

tcg

Ser

ceg

Pro

agc

Ser

aac

Asn

aag ttc atc tag
Lys Phe Ile

225

Asn

ctg

Leu

tac
Tyr
130

aac

Asn

gag
Glu

gee

Ala

CCg

Pro

acg

Thr
210

Gly

ggc
Gly
115

tce

Ser

acc

Thr

Cgg

Arg

ccg

Pro

atg
Met

195

cac

His

Tyr
100

Cceg

Arg

cag

Gln

Cccc

Pro

gac

Asp

gee
Ala
180

gcc

Ala

get
Ala

Asp

gcg
Ala

ttc
Phe

ata

Ile

cce
Pro

165

tce

Ser

agt

Ser

ggsg
Gly

ES 2344 679 T3

Yal Tyr His Ser Pro Gln

aag aga

Lys Arg

ctg tcc
Leu Ser

135

cca cgg
Pro Arg
150

ctg aac

Leu Asn

tgt tca

Cys Ser

gac cca

Asp Pro

gga acg

gce
Ala
120

Cgg

Arg

Ccgg

Arg

gtg
Val

cag

Gln

tta
Leu

200

ggc

105

tte

Phe

agg

Arg

cac

His

ctg

Leu

gag
Glu
185

1:4:4:4
Gly

ceg

Gly Thr Gly Pro

215

ctg

Leu

aac

Asn

acc

Thr

aag
Lys
170

cte

Leu

gtg
Val

gaa

Glu

cca

Pro

gag
Glu

cgg
Arg
155

cceC

Pro

ceg

Pro

gtc
Val

ggc
Gly

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
140

agc

Ser

Cgg

Arg

age

Ser

agg

Arg

tge

Cyé
220

His

atg
Met
125

cccC

Pro

gcc

Ala

gee

Ala

:{e1]

Ala

BBC
Gly
205

cge

Arg

Phe
110

aac

Asn

cta

Leu

gag
Glu

Cgg

Arg

gasg
Glu
190

ggt

Gly

cccC

Pro

Leu

cca

Pro

att

Ile

gac

Asp

atg
Met

175

gac

Asp

cga

Arg

tte
Phe

Val

ccc

Pro

cac

His

gac
Asp
160

acc

Thr

aac

Asn

gtg
Val

gcce

Ala

384

432

480

528

576

624

672

684
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<210>4

<211> 227

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Tyr Pro Asn

His Leu Tyr

Lys Asn Gly
35

Leu Met Ile
50

Met Ser Arg
65

Ser His Tyr

Ala

Thr
20

His

Arg

Arg

Phe

ES 2344 679 T3

Ser Pro Leu Leu Gly Ser Ser Trp Gly Gly Leu Ile

Ala Thr

Val Asp

Ser Glu

Tyr Leu
70

Asp Pro
85

Ala

Gly

Asp

55

Cys

Glu

Arg

Ala

40

Ala

Met

Asn

Asn

25

Pro

Gly

Asp

Cys

10

10

Ser

His

Phe

Phe

Arg
90

Tyr

Gln

Val

Arg
75

Phe

His

Thr

Val
60

Gly

Gln

Leu Gln
30

Ile Tyr
45

Ile Thr

Asn Ile

His Gln

15

Ile

Ser

Gly

Phe

Thr
g5

His

Ala

Val

Gly
80

Leu
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Glu Asn
Ser Leu
Pro Tyr

130

Phe Asn
145

Ser Glu

Pro Ala

Ser Pro

Asn Thr
210

Lys Phe
225

<210> 5
<211> 465
<212> ADN

Gly

Gly
115

Ser

Thr

Arg

Pro

Met

195

His

Ile

<213> Homo sapiens

ES 2344 679 T3

Tyr Asp Val Tyr His Ser Pro Gln Tyr His

100

105

Arg Ala Lys Arg Ala Phe Leu Pro

Gln

Pro

Asp

Ala

180

Ala

Ala

Phe

Ile

Pro

165

Ser

Ser

Gly

120

Leu Ser Arg Arg Asn Glu
135

Pro Arg Arg His Thr Arg
150 165

Leu Asn Val Leu Lys Pro
170

Cys Ser Gln Glu Leu Pro
185

Asp Pro Leu Gly Val Val
200

Gly Thr Gly Pro Glu Gly
215

11

Gly Met
125

Ile Pro
140

Ser Ala

Arg Ala

Ser Ala

Arg Gly

205

Cys Arg
220

Phe
110

Asn Pro

Leu

Glu

Arg

Leu Val

Ile

Asp

Met

175

Glu
190

Gly

Pro

Asp

Arg

Phe

Pro

His

Asp

160

Thr

Asn

Val

Ala
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<220>

<221> CDS

<2225 (1)..(465)

<400> 5

.tat

Tyr

cac

His

aag

Lys

ctg

Leu

atg
Met

65

ccc

Pro

ctg

Leu

aat

Asn

atg
Met

50

agce

Ser

aat

Asn

tac

Tyr

ggc
Gly
35

atc

Ile

aga

Arg

gee

Ala

aca
Thr
20

cat

His

aga

Arg

aga

Arg

tce

Ser

gee

Ala

gtg
Val

tca

Ser

tac

Tyr

cca

Pro

aca

Thr

gat

Asp

‘Bag

Glu

ctc
Leu

70

ES 2344 679 T3

ctg

Leu

gee

Ala

ggc
Gly

gat
Asp
55

tge

Cys

cte

Leu

agg

Arg

gca

Ala
40

gct

Ala

atg

Met

ggc
Gly

aac

Asn

25

CCC

Pro

ggce
Gly

gat

Asp

12

tce

Ser

10

agc

Ser

cat

His

ttt
Phe

ttc

Phe

agc

Ser

tac

Tyr

-cag

Gln

gtg
Val

aga
Arg
75

tgg

Trp

cac

His

acc

Thr

gtg
Val
60

ggC

ggt
Gly

ctg

Leu

atc
Ile
45

att

Ile

aac

Gly Asn

gge ctg atc

Gly

cag
Gln
30

tac

Tyr

aca

Thr

att
Ile

Leu

15

atc

Ile

agt

Ser

ggt
Gly

ttt
Phe

Ile

cac

His

.gCC.

Ala

gtg
Yal

gga
Gly
80

48

96

144

192

240
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tca

Ser

gaa

Glu

agt

Ser

ccg

Pro

tte
Phe
145

<210> 6

cac

His

aac

Asn

ctg

Leu

tac
Tyr
130

aac

Asn

<211> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens

tat

Tyr

ggg
Gly

ggce
Gly
115

tce

Ser

acc

Thr.

tte

Phe

tac
Tyr
100

Ccgg

Arg

cag

Gln

cCc

Pro

gac
Asp
85

gac

Asp

gcg
Ala

ttc
Phe

ata

Ile

ccg

Pro

gtc
Val

aag

Lys

ctg

Leu

cca
Pro

150

ES 2344 679 T3

gag
Glu

tac

Tyr

aga

Arg

tce
Ser

135

cgg

Arg

aac tgc agg ttc

Asn Cys Arg Phe

cac

His

gee
Ala
120

Ccgg

Arg

cgg

Arg

tct

Ser

105

ttc

Phe

agg

Arg

cac

His

90

cct

Pro

ctg

Leu

aac

Asn

acce

Thr

13

cag

Gln

cca

Pro

gag
Glu

Cgg
Arg
155

caa

Gln

tat

Tyr

ggC
Gly

atc
Ile
140

cac

His

cac

His

atg
Met

125

ccc

Pro

cag

Gln

tte
Phe
110

aac

Asn

cta

Leu

acg
Thr
95

ctg

Leu

cca

Pro

att
Ile

ctg

Leu

gtc
Val

ccC

Pro

cac

His

288

336

384

432

465
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<400> 6

Tyr

His

Lys

Leu

Met

65

Ser

Glu

Ser

Pro

Phe
145

Pro

Leu

Asn

Met

50

Ser

His

Asn

Leu

Tyr
130

Asn

Asn

Tyr

Gly
35

Ile

Arg

Tyr

Gly

Gly

115

Ser

Thr

Ala

Thr
20

His

Arg

Arg

Phe

Tyr

100

Arg

Gln

Pro

ES 2344 679 T3

Ser Pro Leu Leu Gly Ser

5 10

Ala Thr Ala Arg Asn Ser
25

Val Asp Gly Ala Pro His
40

Ser Glu Asp Ala Gly Phe
55

Tyr Leu Cys Met Asp Phe
70

Asp Pro Glu Asn Cys Arg
85 90

Asp Val Tyr His Ser Pro
105

Ala Lys Arg Ala Phe Leu
120

Phe Leu Ser Arg Arg Asn
135

Ile Pro Arg Arg His Thr
150

14

Ser Trp Gly Gly Leu Ile

15
Tyr His Leu Gln Ile His
30

Gln Thr Ile Tyr Ser Ala
45

Val Val Ile Thr Gly Val
60

Arg Gly Asn Ile Phe Gly
75 80

Phe Gln His Gln Thr Leu
95

Gln Tyr His Phe Leu Val
110

Pro Gly Met Asn Pro Pro
125

Glu Ile Pro Leu Ile His
140

Arg
155
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<210>7

<211> 219

<212> ADN

<213> Homo sapiens

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

<400> 7

agc gcc gag
Ser Ala Glu
1

CgE gCC Cgg

Arg Ala Arg

agc gec gag
Ser Ala Glu
35

agg ggc ggt
Arg Gly Gly
50

tgec cge cce
Cys Arg Pro
65

<210> 8

<211>172

<212> PRT
<213> Homo sapiens

gac

Asp

atg
Met
20

gac

Asp

cga

Arg

tte

Phe

gac

Asp

acc

Thr

gtg
Val

gee

Ala

tcg

Ser

ccg

Pro

agc

Ser

aac

Asn

aag
Lys
70

ES 2344 679 T3

gag
Glu

gee

Ala

ccg

Pro

acg
Thr
55

ttc

Phe

Ccgg

Arg

CCg

Pro

atg
Met
40

cac

His

atc

Ile

gac ccc
Asp Pro
10

gce tcc
Ala Ser
25

gce agt

Ala Ser

get ggg
Ala Gly

tag

15

ctg

Leu

tgt

Cys

gac

Asp

gga
Gly

aac

Asn

tca

Ser

ccCa

Pro

acg
Thr
60

gtg
Val

cag

Gln

tta
Leu

45

ggce
Gly

ctg

Leu

gag
Glu
30

g88
Gly

ccg

Pro

aag
Lys
15

ctc

Leu

gtg
Val

gaa

Glu

ccce

Pro

ccg

Pro

gtc

Val

ggc
Gly

48

96

144

192

219
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ES 2344 679 T3

<400> 8

Ser Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arg Asp Pro Leu Asn Val Leu Lys Pro
1 5 10 15

Arg Ala Arg Met Thr Pro Ala Pro Ala Ser Cys Ser Gln Glu Leu Pro
20 25 30

Ser Ala Glu Asp Asn Ser Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Gly Val Val
35 40 45

Arg Gly Gly Arg Val Asn Thr His Ala Gly.Gly Thr Gly Pro Glu Gly
50 55 60

Cys Arg Pro Phe Ala Lys Phe Ile
65 70

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

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(540)

16
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<400> 9

gcc

Ala

gce

Ala

gga
Gly

ctg

Leu

gtg
Val
65

ccg

Pro

cat

{is

ctg

Leu

atg
Met

tcg

Ser

gag
Glu
50

agc

Ser

ccc

Pro

ttc
Phe

atg
Met

act

Thr

ctt
Leu

35

aat

Asn

ctg’

Leu

tte

?he

tac

Tyr

att
Ile

cga
Arg
20

cac

His

ggc
Gly

ggC

Gly

tee

Ser

act
Thr
100

aca

Thr

ageg

Arg

tte
Phe

tat

Tyr

cge

Arg

cag
Gln
85

gtt

Val

tca

Ser

ttc
Phe

agc

Ser

gac

Asp

gee
Ala
70

ttc

Phe

cgce

Arg

ES 2344 679 T3

gag
Glu

ctt

Leu

cca

Pro

gtc
Val
55

aag

Lys

ctg

Leu

cca

Pro

gac

Asp

tgt

Cys

gag
Glu
40

tac

Tyr

CgC

Arg

gect
Ala

1:4°4

Arg

gcce

Ala

atg
Met

25

aat

Asn

ttg

Leu

atc

Ile

cgce

Arg

cge
Arg
105

17

B8C
Gly
10

gat

Asp

tge

Cys

tcg

Ser

ttc

Phe

agg
Arg
90

cac

His

tet

Ser

ctc

Leu

aag

Lys

cag

Gln

cag
Gln
75

aac

Asn

acg

Thr

gtg
Val

cac

His

tte

Phe

aag
Lys
)

cCg

Pro

gag
Glu

cgC

Arg

gtg
Val

gge
Gly

cge
Arg
45

cat

His

ggc
Gly

gtc
Val

agc

Ser

ata aca
Ile Thr
15

aac att
Asn Ile
30

cag tgg
Gln Trp

cac tac

His Tyr

acc aac

Thr Asn

ccg ctg
Pro Leu

95

gcc gag
Ala Glu
110

gga
Gly

ttt
Phe

acg

Thr

ctg

Leu

"€Cg

Pro

80

ctg

Leu

gac

Asp

48

96

144

192

240

288

336
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cca

Pro

acg

Thr

ggt
Gly
145

gga
Gly

ccC

Pro

<210> 10

ccg

Pro

cct
Pro

130

EggC
Gly

gat

Asp

agg

Arg

<211> 180
<212> PRT
<213> Mus sp.

gag
Glu
115

gtg
Val

CCcC

Pro

get
Ala

ttc

Phe

cgc

Arg

cct

Pro

gca

Ala

cge

Arg

gtc
Val
180

gac

Asp

gta
Val

gCC

Ala

g88
Gly
165

tag

cca

Pro

tcc

Ser

age
Ser

150

ggc
Gly

ES 2344 679 T3

ctg aac gtg ctc

Leu

tgc
Cys
135

gat

Asp

gC8
Ala

Asn Val Leu
120

tct cgc gag

Ser Arg Glu

cct ctg ggg
Pro Leu Gly

gga ggc gceg
Gly Gly Ala
170

18

aag

Lys

ctg

Leu

gtg
Val
155

gat

Asp

ccg

Pro

ccg
Pro

140

ctg

Leu

ageg

Arg

Cgg
Arg
125

agc

Ser

cge

Arg

tgt

Cys

ccc

Pro

gca

Ala

aga

Arg

cgc

Arg

cgc

Arg

gag
Glu

ggc
Gly

cce
Pro

175

gce

Ala

gaa

Glu

cgt
Arg
160

ttt
Phe

384

432

480

528

543
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<400> 10

ES 2344 679 T3

Ala Leu Met Ile Thr Ser Glu Asp Ala Gly

1

5

10

Ser Val

Val

Ile Thr Gly

15

Ala Met Thr Arg Arg Phe Leu Cys Met Asp Leu His Gly Asn Ile Phe

Gly

Leu

Val
65

Pro

His

Pro

Thr

Gly
145

Gly

Pro

Ser

Glu
50

Ser

Pro

Phe

Pro

Pro

130

Gly

Asp

Arg

Leu

35

Asn

Leu

Phe

Tyr

Glu
115

Val

Pro

Ala

Phe

20

His

Gly

Gly

Ser

Thr
100

Arg

Pro

Ala

Arg

Val
180

Phe

Tyr

Arg

Gln

85

Val

Asp

Val

Ala

Gly
165

Ser Pro

Asp Val
55

Ala Lys
70

Phe Leu

Arg Pro

Pro Leu

Ser Cys
135

Ser Asp
150

Gly Ala

Glu
40

Tyr

Arg

Ala

Arg

Asn

120

Ser

Pro

Gly

25

Asn

Leu

Ile

Arg

Arg

105

Yal

Arg

Leu

Gly

19

Cys

Ser

Phe

Arg

90

His

Leu

Glu

Gly

Ala
170

Lys Phe

Gln Lys
60

Gln Pro
75

Asn Glu

Thr Arg

Lys Pro

Leu Pro

140

Val Leu
155

Asp Arg

Arg
45

His

Gly

Val

Ser

Arg

125

Ser

Arg

Cys

30

Gln Trp Thr

His

Thr

Pro

Ala

110

Pro

Ala

Arg

Arg

Tyr

Asn

Leu

95

Glu

Arg

Glu

Gly

Pro

175

Leu

Pro

80

Leu

Asp

Ala

Glu

Arg
160

Phe
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<210> 11

<211> 13200
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
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30
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40
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50

55

60

65

ggectctcatg

ggaggtcttg

ctctaggcaa

taacagcatc

ttagagcagt

ggagaagcag

gcectttggac

taatgcatgg

gaaaatgctt

ctttetgtet

gctttagetce

gggccagacc

gttacttaaa

tcctcaaaga

aagtggaaca

cctagggaag

atggaaacac

agtgcctatc

tgtaaactat

atacctgtaa

taacatgttg tatgggtttsg

tggattcaaa tccaacctct

ctgtgtgcat agatcagttt

gttattctga agatgaaatg

gtaagctctc catgagegtt

gagaagacct tgtcctggcet

taagatttcc atttcttcat

tcacagagtg gcagtgaggt

aaaaaaaaac tgtacaaatg

gettgeacte attttgtatt

20

gacaccttga aaagtgctta 60

tccacatgtt

cctgatctat

ggttactaca

agttcttget

ctaccattta

gtaaagtatt

tcaaataagc

tagggtaaca

atagttactt

acctttctat

ataaagaaaa

agtaaagcac

gtgattcttt

tttgetttgt

aaaatcttga

taatagatgt

aatgccatct

atttttatct

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gcectectgea

caacctgtac

tggaagaata

ctttagactg

tcactgtgaa

cactaaatgt

ttccaatcce

gttgeeccteg

agtccagact

acttcttttt

gctecctaget

tgtcatgtat

ggatacatac

ttaattgect

ttagatttga

atgagtctag

gcaaactccet

tatgtgccag

cagcatctgce

ggggacacce

catgaggtct

atagtccaaa

aaggaagctg

cttccattte

cccatettte

ctctatatcc

ttgctgattg

aggagteggt

ES 2344 679 T3

gctectecaag

cttgatgect

tgtgtgtttt

gactattcca

aggcaggcat

tgtcctgagg

ctgaatgagt

ctagggaaat

agaaactgaa

.aaaatcttcc

atgaagtggg

tgcaagctac

gaatttaaag

tgactgcttg

ataggaatca

gtacatggca

ttcgggtetg

cccgacatca

ccaacaccaa

ctcggatccce

ctccttacta

tgagaaattg

ccttggcatg

caaaatggca

tgttcttaga

ccaccaaatc

aaaaccaaaa

actgaagctg

21

catcttgetg

tatactcagt}

tgttccagta

ggtgtagett

gctgagcact

cagtgctcag

ctggagagac

aaccttggca

ttcactgace

actttggett

ggatgccate

ctgctcacag

taagtaaact

gatttttttt

tctcctatat

acagggaaac

gettgetece

CcCccagagggce

catgtacaga

ccagcagcetg

tactagttta

tattcagtga

tcaaggcctt

ttgtgecect

tgcetgatgg

attaagcact

cgacaggaga

gggaaccgct

660

720

780

840

900

960

1020

1080

-1140.

1200

1260

1320

1380

1440
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gegctgectte

ataacttttg

tgtgtctgga

ggctgattac

taccctttaa

tacttgcaag

tgtcaggttt

tcaggctctg

ccaatgceccte

cagccaggaa

atcagaccat

ccatctacag

agctttctge

gtgtgcgtgt

tggtttttet

ES 2344 679 T3

acatttcctg atggaagtgg gacaggtcaa

cccacacgtc
accgacgtgc
aacacagagg
aagtctgacg
ggagaaggaa
caatctcage
ggtctgfgcc
cccactgete
cagctaccac
ctacagtgag
gaggcttggs
ccaggaacca

gtatttaaaa

caatatgaat

attcattttt

cttccgtgeg

atgtggacag

gcaaaaagga

aaggccagta

accagccact

ttgtgecageg

ggctceccaget

ctgcagatce

tagggcttca

gaggtteggeg

cttattgtct

cttaggggaa

aatttttatt

tggagegttg

cctecggggt

tggagttttt

gggaatccag

aggectggge

Cagagcaggsyg

tctgcagcat

ggggtggecet

acaagaatgg

ggcigggaag

actagactgg

ttgtgtgtgt

gattctgtca

tcaactaaaa

22

cagacagccc agagtggcag 1500

gcttgaaatt
ctttgcactt
cctgtttgat
tctaggatcc
caggagagtc
cacgatgttg
gagcgtqctc
gatccacctg
ccatgtggat
aaggggagca
agggctaatc
gtgtgtttgt
ctctcctaat

cecttececcace

gaggegtgtg 1560

tctttcaatg

gtcacactge

tcacaccagc

ccgacaggag

ggggeeegee

agagcctatc

tacacagcca

ggcgecaccee

cccttgttgt

caaccctcet

gtgtgtgtgt

tagcatttge

agtaggagcce

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
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atgttccctt

aagagaaaaa

tgggttaact

ctgggggcete

actgtccatg

tttgtccatg

tccaacaggt

tgattcttct

cttattggca

tcacaatcca

cctatataag

attttaagaa

atagctcaaa

gaattatgat

tgecececgtcea

gaagccaggce

agggaggttg

tttccaacte

tatgttgtet

catccatcca

ttaatgggtg

ctgtggaact

acatgagaca

caataatcaa

gggtaatgtg

aacgtgagaa

ttaaaggaaa

ttgeecttta

ES 2344 679 T3

aaagattigaa
agatcaacag
taaagattcc
tggecttata
tggtgagaat
tccatccate
t@tcagacac
gaaaggtgtc
actggaatgt
tccattagca
gtgaaagcag
aacacctcaa

gaaaaattag

ttgttgtaat

aaaatgtaca

acactaagtt

tgggtcatac

aaaattctteg

ggccaagtat

catccatcca

ccaggtaccc

cagtcagtag

ttttaaagat

atgattcaaa

ggatagatat

agcatacaga

ttagacaatc

aaataaatta

23

gaaagaaagg

tcagctcatg

ccagattgtt

gaaaaatgta

acaacccatc

tccatccatc

aggtacccag

caagtcaagc

caggtttgtg

tgagggtccce

tgaaaaagac

aaaatgcaaa

tctaactaaa

attatttittg

caaggagtct

gactttggac

atagataaat

ttaaagacag

cacccattca

catccatcca

tatgagttgg

tagttagaaa

gagaattgga

tttgtgtgca

tggatcttct

ctgatccaat

gaaaacatag

ctgtgacctt

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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gctgtgtgtg

atacaacatg

ttcaagtact

accaaacagg

accaagtttg

aagtgttgtt

accaagcgct

ctaccttgtc

gaggggacac

tgtaatccca

catcctgget

tgegtggcagg

cccgggagge

agagcgagac

aaatgcagaa

aggcatttat

caaaattaag

aaatgcatat

ttccagaact

agtctcatgg

cattttattce

gtggctgaaa

agccagctca

ccttactcta

gcactctggg

aacacagtga

cgeetgtagt

agagcttgca

tccatctcaa

tagtagatta

ES 2344 679 T3

tcttctagge
ttgcaagata
tgacaggaga
ccagagaata
caaaaatttc
aatggatatt
actaagacac
cfaccagact
attcaagact
aggccgagec
aaccccatct
cccagctact
gtgagccgag

aaaaaaaaaa

tggtaaatta

tccaaaggtc

tataacatgce

taaaaggaga

tagtaagact

aattaaatct

taataggatc

aacccttcaa

ttcaggaaat

atatgtggsge

aggcagatca

ctactaaaaa

tgggaggcieg

attgcgecac

daaaaaaaaa

ttttgattct

24

cttaaacctg gttgcaagat 3240

gaaattgaca

gaggaaagtt

caggagtcaa

ggatacactt

taccatgtge

ggacctcatg

gcaattttge

caggtgtggt

cgaggtcagg

tacaaaaaat

aggcaggasga

tgcactccag

aaaagactat

cttagatgga

gtttaacctc
ctctccgaat
catcttggaa
gatgcacccg
ctggcattct
gpctgtcgtc
atgtctcgtg
ggctcacgece
agattgagac
tagccaggeg
atggcgtgaa
cctggegtgac

atgtgattta

aagggctgca

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080
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tccaactaga

actccttaaa

getggggagt

ccttgaaage

taaaatgact

tgtgattttg

catgaatgceg

gtctatgtag

aaagtgcagg

tggetcacge

aggggttcga

attagtgges

tcgettgtac

ctgggtgaca

gaatgtttat

gacgtttctt

gagtgtgaag

ccacctcgta

gagaagcagce

tttccttaga

gggaggggaa

ataacttttt

aaaaaattac

gtataatctce

gaccagtctg

tgtggtgeet

cccagaggtg

gagtgagact

ES 2344 679 T3

acaacttgtc

cctgaacaag

agtcaacctc

tcaggccecca

aaaataaatt

cataggcact

cttcgggtca

gtactgttca

acactacaat

agcactttgg

gccaacatgg

gcectgtagtce

gagcttgcag

ccgtctcaaa

tcgaatcctg

aattagggta

ctgggectgge

agggatcact

gaactgactt

agctaaacat

gegtagtegy

atgagttgtce

taaaagttac

gaggccgageg

ggaaaccctg

acagctactt

tgagctgaga

aaaaaaacgt

25

gaatcccgtt

gaacagaaca

agtctgaact

gagtgctagt

cagattttta

tgcatcttta

agggagatct

atgtgtatta

cCaaaagagg

tgggaggatce

tetetactaa

gggaggctga

tcgcaccact

tacccaaaag

gctgaaagga 4140

ggceggetac 4200

tagacctttt 4260

tagagtgaat 4320

aaaatagaaa 4380

aagagttaaa 4440

acttttccta 4500

tgggaaaaaa 4560

ccagatgegg 4620

acttgaagtc 4680

aaatacaaaa 4740

ggcagaagaa 4800

gtgctccage 4860

aaagaggaaa 4920
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gattaatgca

acctcatcag

tattttttce

tgtaagaaat

atgaagttat

gccaggtacce

ccctttatce

catttcctag

gaagctgaat

caaagcactt

tagataattt

tagcacttag

accaaatgag

gaacttaaat

cccaaatccce

tgtagataag

tgactgttaa

cctcctaatt

tcttaagagt

ctectgecta

cctetggtgt

ttattatatg

atcctgetat

taccgcetgag

cactgctatc

tctacttcta

gaagtgettt

gtaaatgttt

aactggctga

aagctgttce

ES 2344 679 T3

aagcacaact

gcaatgtttt

atccatttct

tgagtgcaca

ccagattctt

ccttatcacc

gaaacagcaa

tttcacttcc

ctccttecage

atcttattta

taagcagagg

ctaaaggata

ctgetgtecet

aggtcagaca

aaggtcacac

aattaaatgt

tacactgatg

attgaattct

acccatcttt

caagctccct

cgttccatga

gagagagatsg

tccatcttce

ctttttcata

tcacttactg

ttgaagcaaa

aaaacattat

cattttatat

ggtagtaaaa

gcacggagac

26

ctggtgaagg

gaaacctaaa

ggtttatctt

gggtcactgg

taggactcac

acaaggccat

cttattgtcc

ccataggaac

cgtttttctt

gccacaagag

gtggtaatag

ctcattatgt

gtgaaaaaac

gacctagagg

acctccgtca

atttgtaatg

atgtgaggesg

attactttgc

acttgacaaa

aagcgctiget

cctetgacte

ctggtaatat

tatctttatt

ttgaggtget

tagaatggag

taaaaattac

cttcaagatg

aagagttaaa

acaccttgac

4980

5040

5100

9160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

ttgaaggcaa 5820
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agtccattaa

tgttecttee

tgaaagcaca

cacactgttt

caccgecgga

cactgceccac

taaacagcag

cttttaccac

tctattticac

ccaaaatcca

gtgctegetgt

cttctcagac

ctgacctgag

actactacta

ES 2344 679 T3

gcetgetcag ctccaacagg cgggegetggt

ttctgcaaaa

aaggaaagaa

gatggaagag

tgttttctag

actgacccca

gtcagaacac

cattatcccce

agctgaggaa

agtcccetgg

gactccttgt

tcttagtgat

tttcaatcet

ctaataataa

ttcteccttg

actctgactc

tctgtgtgcece

ggggactgge

agcatcaage

gccacgtgat

ttcgatcatc

actgaggcta

ttettggcac

cctcactgce

ttctgetgega

gtettagttt

taataatcag

aatctgtgeca

tctcacattt

ctccgtagca

tctggaaace

cagcacacct

gtcctetgtt

accctatgaa

gtgcaaggtce

ctggetcagt

tgcagcatgt

ggcttgttac

ccttatcact

tactaacaat

27

tgctceggea

gactgcgaaa

tctaaacttt

gcttctcaca

aggagcgtgt

gtcaaggcat

tgctcgacac

gtaggcagga

agcaagtggc

geeectteee

attttagcat

cgegtegeteg

taaattagga

ataaaatttg

gtccatggtt 5880

agatgccttt 5940

cacattgget 6000

gttcctcaac 6060

gtgccataca

6120

gggeceggea 65180

tttcgagtca

cagccattgt

acaattggga

cgagecctta

ttgatattgt

gaagatgtct

tattgectget

ttttgagaat

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660
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ttaaaatatg

ttcccaatta

acggagtcte

getccgecte

aggtgcccac

cgtgttagcc

gagtgetges

cttatatttc

caccactgtg

gaagctttce

ccctettect

cagtccaatt

attttcctea

aaatcaccce

tccaagcectac

taaagtgcectt

gactgaaaag

getctgtege

ccaggttcat

caacacacct

aggatggtct

attacaggca

tccaaaggtt

gaggaattta

tcaaggttcc

ttctcacctt

tcagtcccta

aaggtccttg

cacaaggctc

agttgcagaa

ES 2344 679 T3

agagtgcaac

tcaccagaac

ccaggectgga

geccattctcc

ggctaatttt

tgatctcectg

tgagccaccg

taccacaaaa

agcatccttt

cctcagccaa

tctggggett

tcatgattte

tattgagcct

catcacttge

gaggaattag

cgctcaaaga

agaaaccatt

gtgcagtggt

tgcctcagee

ttttgtattt

acctcatgat

cacccagtcg

ctagccatac

gcgectgtca

actttgaaac

gtctccacce

tactcagcta

gcatgggata

taggcacaaa

aatccctgea

28

ccattactaa

tetttttttt

gcaatctcgg

tcccgagtagr

tagtagagaa

ccacccgect

aaaccatttc

atttgagaca

taccccagtc

aaattaactt

tcattccctce

gtacctaatt

ggagaagagce

cattgggcat

tgggattcta

atgtaatttt

tttttttgag

cttactgcta

ctgggactac

gaggtttcac

cagcctecca

ttacacgtte

cataggcaga

cactttctgg

ctctctttgg

tgttccgegt

attgetgett

tttggeettt

ttacaacctc

gectgecetece

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560
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tggaggctat

gccccaaaga

ggggaagaaa

tttgccacaa

tgggtttcag

ggctgecacct

gccaagaaga

gctcctaage

aaatggaata

acaactgatt

tggtcttgaa

accattctgt

gaggagaatc

aaatcacaaa

gaggtcagat

cctaaagtaa

tctcgctgaa

aacagtaatt

geceecttgteg

ggagaggtca

aaattccatc

agctcactct

catgctgtaa

ttgaatggaa

gagtgagtga

acacatactg

agactctatg

gtagaaggca

ES 2344 679 T3

gagatgcacc

tgatttttaa

ttatcacgca

taaagccatt

gagactagtt

ccaccaagtg

cgtcacttat

aaggaacgca

tagaggtgaa

agatgaggaa

cttcaataag

ggtgttgact

gcaagctgga

tggaagaatg

tagaaattct

cagaaaatgt

tgttacacca

atcaattact

tttgagagge

agaaaatgac

attgattcaa

ctggataggt

ggcattgtcce

agtcttcata

tagagaagga

gatgtattag

tccttgaaag

tgactatcac

29

gtgataggca

caggtaatta

gtatatgatc

taagaggtag

gacactgaaa

aaagaaccaa

cataaacagt

aaactcagct

tgaggagctg

gagatggtga

agagggagat

acaattacac

acatctcagc

cacaaacatt

actggaagta

aataacatgt

taattgtgcec

gtcgtgtgaa

gtccatgagg

cccaagaaga

tataccctct

aaagcaagtt

agaaggaaga

cgeetgagee

caactctact

agacatccag

atagatttaa

caaaggtatt

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400
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agtaaggcaa

acaggtagaa

ggtgaatgac

cagaaatgag

gaggtttcat

gtctttgece

ctttgtggteg

catttttgga

atttctttga

tgacctgttt

tttaatagct

agtctgcact

gtacatgtge

gcacccacta

ccceccecaccce

aagggaaaat

gaattccagg

tgtatgtgtg

getgaattta

gaaggtaggt

tgectgtttt

attacaggtg

tcagtgagtt

cacgacatag

ccactgatac

ggggtttgaa

gceccattgga

acattgtgeca

actcatcatc

acaacagtce

ES 2344 679 T3

aaagacggtc

agctcagagt

ttgggggcaa

agagtgectga

tttcaggagg

tctccatagg

tgatgagcag

tcttttttgt

acttttctag

ttcatgcagt

ctcaggcaat

acccactttt

ggttagttac

tagcattagg

ccagagtgtg

caggtagaga

gccccataca

gagaggatgt

agttatcacc

tgettgaagg

tgcecctgatg

aagatacctce

gttggtcace

cttaacaatt

ctaagtatga

ctggctecag

tttttttatt

atacgtatac

tatatctccc

atgttecccct

30

gagagaaaca

ggcaacaaga

cagaagaaac

acccttaaaa

tgggaattgg

atcagatcag

tgcatggatt

atttgcaaac

ccatttgcag

attaaacgtg

atcccaggcet

attatacttt

atgtgccatg

aatgctatcc

tcctgtgtcee

tgtgttcage

tgaagcagga

gctgaatatg

tcaatccagg

atggcaatga

aggatgctgg

tcagaggcaa

aattaaccta

tgtaccectgg

aatgctcacg

ctcagcccct

aagttttageg

ctggtgtget

8460

8520

85680

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

ctcecececte 9240

atgtgatctc 9300
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attgttcaat
agtttactga
tcatttttta
tctatcattg
tatgtagtcg
gaaaagccat
acttgtécaa
tgtggagcetc
tattcattcg
aggattttga
atgcccacta
gcccctacaa

actattgaaa

cctgatctgt

tcccacctac
gaatgatggt
tggetgcata
ttggacattt
taggtcctca
tggtgtctte
acttcagcat
cctccégtta
gattggtaag
gatagtaaaa
gaaactccac
tagtgtctgg
tatagataac

aaactgctta

ES 2344 679 T3

gagtgagaat

ttccaatttc

gtattccatg

gegttgtgga

agtcatgtca

ttgattctgg

tttcacttgg

aagattttta

caaaggattt

tagtaggact

aagaacagag

ctagagtagg

taactaaaca

ctttgtggag

atgcggtgtt

atccatgtcc

gtgtatatgt

acccactttt

attcacgttg

gactagetgt

aaaaagcgaa

attaataacc

cccaaactaa

gcttatetea

actttctgtt

taaacaaaca

tccgttaace

cttgaggatt

31

tggtttittg
ctacaaagga
gccacatttt
gaatctagca
taaagtacat
gactttgggt
gtggaafaga
cctgeccccaa
aggclgetge.
ggagtctetg
ttgctttcetg
aacaaaaaat

cctctaggcea

aaaagaaata

ttcttgcgat

catgaactca

cttaatccag

caggecetgg

tagaaagggt

aaatctccte

ccacgtgace

ttgtgatage

cctcttttgg

accaccacac

ctgcatccca

ctgttgaacc

tgtagatagt

acaggcaaag

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gccttegtge

tctgtcagcea

aaactccatc

cagaggettg

acaggccagsg

tgaaagggecg

gggaacaaag

caagcatgtg

gtggtteget

agacgctgga

tgggecggse

tgtceceggag

cccggagcege

ggatgacccc

cgatggccag

ggcactcagt

aagticatgt

ccctctectt

gaaaagatag

CCagCCcCgry

aactatatag

gggtgaagge

gcececcagegag

cttgtectte

aaacgggtac

gaagagagce

gaacgagatc

cgaggacgac

ggeeeeggee

tgacccatta

ES 2344 679 T3

aaaacccagt

ctccaatccc

tctccagtaa

ageggecaggaa

cctecaggea

tcagggcttg

tcaacgccct

gagctgggega

cagcactatt

gacgtctacc

ttcctgecag

cccctaatte

tcggageggs

tcetgttcac

gggetggtea

actagtggta

gtcagtgctc

agagacaaac

ggacaaggtg

gtaagcggag

agcattaatc

aagaactgca

gteggetegee

tcgacccgga

actctectca

gcatgaacce

acttcaacac

accccctgaa

aggagctccec

ggggegatceg

32

gaggattcaa

tcattcatgt

ccaagccaat

gtgcctactc

gcccecagtag

aaaaccactc

gagcttcagg

ccecccactge

gaactgcagg

gtatcactte

acccececgtac

ccccatacca

cgtgctgaag

gagecgecgag

agtgaacacg

acccagcetca

ttgaccctat

tttcagccag

caggaaaacc

tcgtagtcte

taccccagea

ccggetggea

cagccttcac

ttccaacace

ctggtcagtc

tcccagttce

cggeggeaca

ccccgggece

gacaacagcc

cacgetggeg

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040
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gaacgggccce

ccctetttaa

tccgaggatg

tccacaggag

tcctcactee

tcececttcat

ctcctettta

tgggttcctg

cttcteccact

caaaccttga

cgttctteect

aacttgacag

gcctecctac

agggeccaga

ggaaggetge
cccatcccte
ggaaaggtega
gtectgtgag
atatagaaca
gaaggtagag
tcacttttaa
agctcaagac
gccgtatgca
cattaacagc
tgagcatctc
ctagacttga
agggtgagcea

atggccccac

ES 2344 679 T3

cgeeceectteg

agcaaacgca

caggggcatg

aaccaacctt

cctttceccaa

agaaggegtc

gcataaaaaa

tttgaaggtg

tttatgttag

tgaatgggsgce

tggggaagag

tgettgetga

cettetgtet

tctgttccca

ccaagttcat

gctcttecca

tatggaattt

tgaggcccaa

taggaaaccce

tctcccaaca

aaagaaaaaa

tagggaagag

atgceccegat

aagttgatga

ctgtcaaaag

aatgaggcag

cgetgtetee

agcagttcat

33

ctagggtcge

aggaccaggt

gctgcttete

gtcatggggt

caacaggtaa

tatttctett

aaaaaaaaaa

gaaatcggag

cccactggea

aaacactact

actggtggta

gaatcataat

ctctgtgeag

gatacagcet

tggaagggca

cccttgacgt

tggggtcect

ttcaccgecet

actagaaatt

ccttgtegcct

aaaaaagcag

atcccagaag

tttgagtgte.

ttcaagecett

ggetggtgaa

agaaaactca

ccacagccag

caccttttgg

11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
1i520
11580
11640
11700
11760

11820

11880
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ccccatctet

gaaaatctgc

aggcatttaa

aaaatgtgac

ggactgaaaa

aaatcagggsg

gtggtctcta

gacacatctg

attactgegeg

taaaggacag

tttttttcte

agagaaatgt

tcctattetg

taatatttct

tcctcagtga

ggtttttgaa

cctgctagaa

ttaaggctct

tgggaaggeg

atcgtgtcct

acatgttata

gggectctgea

ggtctcaatc

ttcttcetgt

tatattaaca

actgccatca

tgggcaactg

aaacagtaaa

gttttcattt

aagatcccaa

ES 2344 679 T3

aatttggtct

tttgectttte

acttccaggt

gctttgagag

tttctctaaa

gaagttatga

gcagcagtgg

cccttggaaa

aagggggete

agcaaagtcg

catactaacc

tttttacctg

actatgtata

cctgttggaa

aaggattttg

aaggaataaa

aaaatggaaa

tgagtaggaa

actgggactg

tgaagtggca

aaagacaacc

ctcttegatt

ttettggtegc

cattttccte

attcaacaac

ttatactttg

atggttttaa

atagtatata

atattatcct

gtggaaaact

34

tagcttttac

taaattccaa

tccattctga

ctctgggtta

tcaaggactc

acatggtcag

agttaaaact

attaaatgaa

cctctecttta

agcttcttcce

atctattctt

gctgaacttg

gccatgcatg

gcataatagec

agttgtaatc

actggctcac

ctctectaag

acaaactaca

ggttttetgt

agggggaaag

gctettgtet

ctcctagget

gcettacece

aatgaccacc

cagtcacttt

tttggttatg

aaggactggt

gcaaatattt

tattggaggc

tcacaaactc

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780
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aacactacca tcaggggttt tctttatggec aaagccaaaa

atccctecgtc atgtggcagt atttatttat ttatttggaa

ttatagatat ttataaaaat gtaacccctt tttcctttcet

aatttatctc agcttetgtt agettatcet ctttgtagta

atataagaat aaaaaggatt atgggagggg aacattaggg

tgaaaaaaag attttagaat tttaaaattt tcaaagattt

caatgatttt aattgatcta gacagaatta tttaagtttt

<210> 12

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 12
ttetgteteg ctgtetcee

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 13
cccctteeca gtcacattt

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

35

tagetcetac

gtttgcctat

tctgtttaaa

ctacttaaaa

aaatccagag

cttccattca

atcaatattg

aatttcttat 12840

ccttctatat 12900

ataaaaataa 12960

gcatgtcgga 13020

aaggcaaaat 13080

taaggagact 13140

gatttctggt 13200

19
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<223> ADN sintético

<400> 14

ggggcatcta acataaatge

<210> 15

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 15

agccactcag agcagggcac

<210> 16

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 16

ggtggcggcce gtetagaact a

<210> 17

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 17

tcagtctggg ccgggegaag a

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 18

cacgttcaag gggteceget

ES 2344 679 T3
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<210> 19
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 19

tctgaaatcc atgcagaggt

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 20

gggaggcatt gggataggct ¢

<210> 21

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 21

ctagatgaac ttggcgaagg g

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 22

ccggaattcagccactcagageagggeacg

<210> 23

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2344 679 T3
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<220>
<223> ADN sintético

<400> 23

ES 2344 679 T3

ataagaatgc ggccgctcaa tggtgatggt gatgatggat gaacttggeg aa

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 24

taatacgact cactataggg

<210> 25

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 25

attaaccctc actaaaggga

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 26

accacagtcc atgccatcac

<210> 27

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 27

tccaccaccc tgttgctgta

38
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ES 2344 679 T3

<210> 28
<211>21
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 28
Arg Asn Ser Tyr His Leu Gln Ile His Lys Asn Gly His Val Asp Gly

1 5 10 15

Ala Pro His Gln Cys

20

<210> 29

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 29
Arg Phe Gln His Gln Thr Leu Glu Asn Gly Tyr Asp Val Tyr His Ser

1 5 10 16

Pro Gln Tyr His Cys

20

<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

<210> 32

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 32

gtaaagaacc ctgtgtattc ¢

<210> 33

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 33

ctgccttaag aaatccataa t

<210> 34

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 34

gaggaatcac agtctcattc

<210> 35

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 35

cttggggagg tgcccgggac

ES 2344 679 T3
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<210> 36
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 36

tccetcttag aagacaatac a

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 37

gtgtttaaag gcagtattac a

<210> 38

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 38

cagacagaga catccgtgta g

<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 39

ccacatggtc caggttcagt ¢

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2344 679 T3
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<220>
<223> ADN sintético

<400> 40

gacggtgaga ctcggaacgt

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 41

tccggaaaat ctggecatac

<210> 42

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 42

taatacgact cactataggg

<210> 43

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 43

gatttaggtg acactatag

<210> 44

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 44

ataagaatgc ggccgctcag atgaacttgg cgaa

ES 2344 679 T3
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<210> 45
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 45

atgaattcca ccatgttggg ggccegectc agg

<210> 46

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 46

atgcggecge ctaatgatga tgatgatgat ggatgaactt ggcgaaggg

<210> 47

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 47

ataccacggc agcacacccagagegeegag

<210> 48

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 48

ataccacggc agcacacccagagegecgag

<210> 49
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

43
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<220>
<223> péptido sintético

<400> 49

Gly Met Asn Pro Pro Pro Tyr Ser Gln Phe Leu Ser Arg Arg Asn Glu

1

<210> 50
<211>11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 50

Cys Asn Thr Pro Ile Pro Arg Arg His Thr Arg

1

<210> 51
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 51

Ser Ala Glu Asp Asp Ser Glu Arg Asp Pro Leu Asn Val Leu Lys Cys

1

<210> 52

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 52

Leu Pro Ser Ala Glu Asp Asn Ser Pro Met Ala Ser Asp Cys

1

<210> 53

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

5

5

5

5

ES 2344 679 T3
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<400> 53

atgaattcca ccatgttggg ggeecgecte agg

<210> 54

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 54

atgcggccegce tatcgaccgc ccctgaccac ccc

<210> 55

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 55

atgcggecge tacgggaget cetgtgaaca gga

<210> 56

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 56

atgcggcecgce tcacggggte atccgggece gggg

<210> 57

<211>179

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 57

aattccacca tgttggggge ccgecctcagg ctctgggtct gtgecttgtge agecgtetgea 60

gcatgagegt cctgecatge

45
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<210> 58
<211> 80
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 58
aattgcatgc aggacgctca tgctgcagac gctgcacaag gcacagaccc agagectgag 60

gcgggececc aacatggtgg 80

<210> 59

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 59
atatgcatgc ctccagetgg ggtggcectga tecac 35

<210> 60

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 60
tgtatcccaa tgectceeca 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
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 62

atcatatgta tcccaatgce tccccactg

<210> 63

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 63

atgcggcecgce ctagatgaac ttggcgaagg g

<210> 64
<211>49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 64

gaattcatat gaaatacccg aacgcttece cgetgetggg cteccagetg

<210> 65

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 65

cccaagcttg cggecgecta gatgaacttg gc

<210> 66
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

47

29

31

49

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 66

aacacccccatagecacggeg geaca

<210> 67

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 67

tgtgcecgeceg tgctatgggg gtatt

<210> 68

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 68

acccccataccagegeggea cacceg

<210> 69

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 69

cgggtgtgee gegetggtat gggggt

<210> 170

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 70

cccataccacgggegeacacceggag

<210> 171
<211>26

ES 2344 679 T3
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 71

ctccgggtgt gegecegtgg tatggg

<210> 72

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 72

ataccacggc gggeeacceg gagege

<210> 73
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 73

gegeteeggg tggeccgeceg tggtat

<210> 74

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 74

ccacggegge acgeeeggag cgecg

<210> 75
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

ES 2344 679 T3
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<400> 75

cggegeteecg ggegtgeege cgtgg

<210> 76

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 76

cggeggeacaccgegagegecgagga

<210> 77

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 77

tcetecggege tegeggtgtg cegeeg

<210> 78

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 78

cggecacaccecgggecgeecgaggacga

<210> 79

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 79

tcgtectegg cggeecgggt gtgeeg

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

<220>
<223> ADN sintético

<400> 80

acccccataccacageggea cacceg

<210> 81

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 81

cgggtgtgce getgtggtat gggggt

<210> 82
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 82

cccataccacggcagceacacccggag

<210> 83

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 83

ctccgggtgt getgecgtgg tatggg

<210> 84
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

ES 2344 679 T3

51

26

26

26

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 84

cggeggceacacccagagegecgagga

<210> 85

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 85

tceteggege tetgggtgtg cecgeeg

<210> 86

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 86

cggeggceacacctggagegecgagg

<210> 87

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> &7

cctcggegcet ccaggtgtge cgeeg
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