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PROTEINAS QUIMERICAS TIPO FOSFATASA ALCALINA

La invencién se refiere a fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas,
composiciones farmacéuticas que comprenden fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas y el
uso de fosfatasas alcalinas con propiedades mejoradas para la prevencion, tratamiento o curacion de
enfermedades.

Una fosfatasa es una enzima que defosforila sus sustratos; es decir hidroliza el &cido
fosférico monoésteres en un ion fosfato y una molécula con grupo hidroxilo libre. Esta accién es
directamente opuesta a aquella de fosforilasas y quinasas, que unen los grupos fosfato a sus
sustratos mediante moléculas energéticas tipo ATP. Las fosfatasas se pueden clasificar en dos
categorias principales: Las fosfatasasdependientes de cisteina (CDP) y metalo-fosfatasas.

Las metalo-fosfatasas generalmente coordinar 2 iones de metal cataliticamente
esenciales dentro de su sitio activo. Actualmente existe una cierta confusion acerca de la identidad
de estos iones metalicos, como los intentos sucesivos para identificarlos producen diferentes
respuestas. En la actualidad existe evidencia de que estos metales podrian ser magnesio,
manganeso, hierro, zinc, o cualquier combinacién de los mismos. Se cree que un ion hidroxilo que
conecta los dos iones metalicos toma parte en el ataque nucledfilo sobre el grupo fosfato.

Las fosfatasas actlan en oposicion a las quinasas/fosforilasas, que afiaden los
grupos fosfato a proteinas. La adicion o eliminacion de un grupo fosfato puede activar o desactivar
una enzima (por ejemplo, vias de sefializacién de quinasa) o habilitar que una interaccion proteina-
proteina se produzca (por ejemplo, dominios SH3); por lo tanto, las fosfatasas son parte integral de
muchas de las vias de transduccién de sefiales. Cabe sefialar que la adicion de fosfato y la
eliminacion no corresponden necesariamente a la activacion o inhibicion de enzima, y que varias
enzimas tienen sitios de fosforilacion separados para activar o inhibir la regulacién funcional. CDK,
por ejemplo, puede ser activado o desactivado dependiendo del residuo de aminoacido especifico
gue es fosforilado. Los fosfatos son importantes en la transduccion de la sefial ya que regulan las
proteinas a las que se unen. Para invertir el efecto regulador, el fosfato se remueve. Esto ocurre en
si mismo por hidrdlisis, o es mediado por fosfatasas de proteina.

Un tipo de fosfatasa, fosfatasa alcalina (ALP o AP) (EC 3.1.3.1), es una enzima
hidrolasa responsable de remover los grupos fosfato de muchos tipos de moléculas, incluyendo, por
ejemplo, nucleétidos, proteinas, y alcaloides. Hasta hace poco, se pensaba que las fosfatasas
alcalinas eran mas eficaces en un entorno alcalino, como el nombre sugiere.

Se piensa en la técnica que un posible papel fisiologico de AP puede ser que
interacta con moléculas inflamatorias. En primer lugar se ha postulado que AP defosforila

endotoxinas y como tal reduce la respuesta inflamatoria a estas moléculas altamente inflamatorias.
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Desde entonces, otros mecanismos de accion se han postulado y perseguido. Sin embargo, hasta
ahora, a pesar de su papel beneficioso en una multitud de enfermedades inflamatorias y otras, el
mecanismo de accién aun no se ha aclarado completamente. En el pasado, la fosfatasa alcalina de
origen bovino se ha utilizado en modelos animales y en ensayos clinicos para el tratamiento de, por
ejemplo, sepsis, lesion renal aguda, enfermedad inflamatoria intestinal, enterocolitis, dafio de
reperfusion de isquemia, u otras enfermedades inflamatorias (Riggle et al, J Surg Res. 2013 Mar;
180(1):21-6; Peters et al, J Pharmacol Exp Ther. 2013 Jan; 344(1):2-7; Martinez-Moya et al,
Pharmacol Res. 2012 Aug; 66(2):144-53; Pickkers et al, Crit Care. 2012 Jan 23; 16(1); Ramasamy et
al, Inflamm Bowel Dis. 2011 Feb; 17(2):532-42; Lukas et al, Inflamm Bowel Dis. 2010 Jul;
16(7):1180-6; Bol-Schoenmakers et al, Eur J Pharmacol. 2010 May 10; 633(1-3):71-7; Heemskerk et
al, Crit Care Med. 2009 Feb; 37(2):417-23; Tuin et al, Gut. 2009 Mar; 58(3):379-87; Su et al, Crit
Care Med. 2006 Aug; 34(8):2182-7; van Veen et al, Br J Surg. 2006 Apr; 93(4):448-56; van Veen,
Infect Immun. 2005 Jul; 73(7):4309-14; Verweij et al, Shock. 2004 Aug; 22(2):174-9).

Aungue en la actualidad, las fosfatasas alcalinas, aisladas de fuentes naturales asi
como disefiadas de manera recombinante, son disponibles que son Utiles tanto en el diagnostico
como el tratamiento de la enfermedad, existe una necesidad de fosfatasas alternativas con por
ejemplo una actividad especifica alterada (por ejemplo mejorada), estabilidad (por ejemplo Ty, in
vivo, o estabilidad en relacién con el almacenamiento (vida 0til)) o especificidad del sustrato.

La presente invencion proporciona dichas fosfatasas modificadas, que tienen
propiedades mejoradas en comparacion con una fosfatasa alcalina recombinante quimérica que se
describe ampliamente en WO2008/133511.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En una primera modalidad, la invencion proporciona una proteina aislada que tiene
actividad de fosfatasa, en donde dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de al
menos 200 aminoacidos consecutivos que tienen al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 5, una secuencia de aminoacidos de al menos 50 aminoacidos consecutivos que tienen al
menos 90% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 6, y una secuencia de aminoacidos de al
menos 40 aminoacidos consecutivos que tienen al menos 90% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 7, en donde la proteina de longitud completa comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de longitud
completa de SEQ ID NO: 1, con la condicion de que el aminoacido en la posicién 279 es leucina (L),

el aminoacido en la posicién 328 es valina (V) y el aminoacido en la posicion 478 es leucina (L).
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En una modalidad preferida, la proteina de longitud completa comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, al menos 95%, o al menos 98% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoécidos de longitud completa de SEQ ID NO: 1, con la condicion
de que el aminodcido correspondiente a la posicibn 279 es leucina (L), el aminoéacido
correspondiente a la posicién 328 es valina (V) y el aminoéacido correspondiente a la posicion 478 es
leucina (L).

Con el término "correspondiente a" aqui, se entiende la posicién particular, en
relacion con el aminoacido N-terminal de la proteina madura, que se designa "posicion 1". El término
"corresponde a" explicitamente no se refiere al residuo aminoacido particular en esa posicion
particular.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se refieren a compuestos que comprenden
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, y pueden utilizarse de manera intercambiable.

Como se usa aqui, donde "secuencia de aminoacidos" se recita se refiere a una
secuencia de aminoacidos de una molécula de proteina o péptido. Una "secuencia de aminoacidos"
se puede deducir de la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina. Sin embargo, los
términos tales como "polipéptido” o "proteina” no pretenden limitar la secuencia de aminoacidos a la
secuencia de aminoacidos deducida, pero pueden incluir modificaciones postraduccionales de las
secuencias de aminoacidos deducidas, tales como eliminaciones, adiciones, y modificaciones de
aminoacidos tales como glicosilaciones y adicion de radicales de lipido. También el uso de
aminoéacidos no naturales, tales como D-aminoacidos para mejorar la estabilidad o comportamiento
farmacocinético cae dentro del alcance del término "secuencia de aminoacidos", a menos que se
indique lo contrario.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos
de 50-65, preferiblemente 60-65, mas preferiblemente 62-65, mas preferiblemente 64-65, mas
preferiblemente 65 aminoacidos consecutivos, que tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 95
%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el dominio de corona de
longitud completa de PLAP humana. Para el propdsito de la presente invencion, la secuencia de
aminoacidos correspondiente al dominio de corona de longitud completo de la secuencia de
referencia PLAP humana esta subrayada en la SEQ ID NO: 3, representada en la figura 1 vy
corresponde a las posiciones 366-430 en el mismo.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos
de 200-365, mas preferiblemente 250-365, mas preferiblemente 300-365, mas preferiblemente 350-
365, mas preferiblemente al menos 360-365, mas preferiblemente 365 aminoacidos consecutivos
que tienen 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad

de secuencia con la regién N-terminal que flanquea el dominio de corona de ALPI humana. Esta
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region N-terminal que flanquea el dominio de corona se considera una de dos partes del dominio
catalitico.

Preferiblemente, parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos
de 40-54, preferiblemente 45-54, mas preferiblemente 50-54, més preferiblemente 52-54, mas
preferiblemente 54 amino&cidos consecutivos que tienen 90%, preferiblemente al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la region C-terminal que flanquea el
dominio de corona de ALPI humana. Esta region C-terminal que flanquea el dominio de corona se
considera la segunda de dos partes del dominio catalitico.

Para el propésito de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos de la
secuencia de referencia de proteina madura de ALPI humana se representa en la figura 1 (SEQ ID
NO: 2). Para el proposito de determinar las regiones de flanqueo N-terminal y C-terminal, en
conjunto denominadas como el dominio catalitico, el dominio de corona de ALPI humana es
subrayado aqui.

En una modalidad preferida particular, la invencién proporciona una proteina de
acuerdo con la invencién, en donde dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 50-
65, preferiblemente 60-65, mas preferiblemente 62-65, mas preferiblemente 64-65, mas
preferiblemente 65 aminoacidos consecutivos, que tienen al menos 90%, preferiblemente al menos
95%), mas preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con el dominio de corona de
longitud completo de PLAP humana, parte de dicha proteina comprende una secuencia de
aminoacidos de 200-365, mas preferiblemente 250-365, méas preferiblemente 300-365, mas
preferiblemente 350-365, mas preferiblemente 360-365, mas preferiblemente 365 aminoacidos
consecutivos que tienen al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al
menos 98% de identidad de secuencia con la regiéon N-terminal que flanquea el dominio de corona
de ALPI humana, y parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de 40-54,
preferiblemente 45-54, mas preferiblemente 50-54, mas preferiblemente 52-54, mas preferiblemente
54 aminoacidos consecutivos que tienen al menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la region C-terminal que flanquea el
dominio de corona de ALPI humana.

Con la region de flanqueo N-terminal del dominio de corona se entiende un tramo de
aminoacidos adyacentes (es decir, preferiblemente menos de 20 aminoacidos, mas preferiblemente
menos de 15, mas preferiblemente menos de 10, mas preferiblemente menos de 5, mas
preferiblemente menos de 3, mas preferiblemente menos de 2, mas preferiblemente sin aminoacido
aparte) a la secuencia del dominio de corona (los aminoacidos correspondientes de los mismos
subrayados en la figura 1), en el lado izquierdo del dominio de corona, en donde el lado izquierdo se

define como la parte de la cadena peptidica que lleva el grupo amino (NH2) del primer aminoécido.
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Con la region de flanqueo C-terminal del dominio de corona se entiende un tramo de
aminoéacidos correspondientes a las posiciones adyacentes (es decir, menos de 20 aminoécidos,
preferiblemente menos de 15, mas preferiblemente menos de 10, mas preferiblemente menos de 5,
mas preferiblemente menos de 3, mas preferiblemente menos de 2, mas preferiblemente sin
aminoacido aparte) a la secuencia del dominio de corona (los aminoacidos correspondientes de los
mismos subrayados en la figura 1), en el lado derecho del dominio de corona, en donde el lado
derecho se define como la parte de la cadena peptidica que lleva el grupo alfa carboxilo libre del
ultimo aminoécido.

En los humanos, cuatro isoformas de fosfatasa alcalina se han identificado hasta el
momento. Estas son intestinal (ALPI), placental (MF), tipo placental (GCAP), e higado/6seo/rifién (o
tejido no especifico) fosfatasa alcalina (TNAP). Los tres primeros se encuentran juntos en el
cromosoma 2, mientras que la forma no especifica de tejido se encuentra en el cromosoma 1. Las
funciones fisiol6gicas exactas de AP no se conocen, pero AP parece estar involucrada en un gran
numero de procedimientos fisiolégicos.

La secuencia de las fosfatasas alcalinas humanas se conoce en la técnica y se puede
encontrar facilmente en las bases de datos relevantes. Para la determinaciéon del % de identidad de
secuencia al dominio de corona de PLAP y dominio catalitico de ALPI, las secuencias de referencia
respectivas se usan preferiblemente. La secuencia de referencia de ALPI humana se representa
como SEQ ID NO: 2. La secuencia de referencia de ALPP humana se representa como SEQ ID NO: 3.
Dentro de esas secuencias de referencia en la figura 1, la secuencia cominmente conocida como el
dominio de corona esta subrayada.

La fosfatasa alcalina placentaria es abreviada aqui como ALPP o PLAP. Las
abreviaturas ALPI o IAP se refieren a la fosfatasa alcalina intestinal. La fosfatasa alcalina 2 tipo
placentaria es abreviada aqui como ALPP2, ALPG o GCAP y las abreviaturas ALPL, TNSALP, TNAP o
BLK se utilizan aqui para referirse a la fosfatasa alcalina no especifica de higado/tejido. Las
diferentes abreviaturas de una y la misma fosfatasa alcalina se pueden usar de manera
intercambiable aqui.

Desde un punto de vista conformacional, una fosfatasa alcalina a groso modo
consiste en dos dominios: un dominio de corona y un dominio de sitio activo (Mammalian Alkaline
Phosphatases: From Biology to Applications in Medicine and Biotechnology. José Luis Millan; Wiley,
2006). El dominio del sitio activo se puede dividir en partes separadas como el residuo catalitico y
tres sitios de iones metalicos (Znl, Zn2 y Mg3). Desde un punto de vista de la estructura primaria,
es evidente que el dominio de corona esta flanqueado por los aminoacidos que forman el dominio
del sitio activo. Por lo tanto, en una modalidad preferida, el dominio catalitico no se compone de una

secuencia contigua de aminoacidos, pero que flanquean el dominio de corona. Con referencia a SEQ
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ID NO: 1 que indica la secuencia de aminoacidos de una fosfatasa alcalina de acuerdo con la
invencion, que no limita la presente invencion en modo alguno, el dominio de corona comprende
preferiblemente los aminoacidos en la posicién 366-430, mientras que el dominio catalitico se refiere
preferiblemente a las secuencias restantes antes de la posicion 366 y después de la posicion 430 en
las secuencias de proteina madura tal como se representa en la figura 1. La secuencia de
aminoacidos de las fosfatasas alcalinas y las posiciones relativas del dominio catalitico y de corona
son conocidas por la persona con experiencia (Mammalian Alkaline Phosphatases: From Biology to
Applications in Medicine and Biotechnology. José Luis Millan; Wiley, 2006).

En algunas modalidades, una proteina de acuerdo con la invencién asi comprende
una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el dominio de corona de una
ALPP humana y una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el dominio
catalitico de una fosfatasa alcalina intestinal humana. Preferiblemente dicha secuencia que tiene
dicha identidad de secuencia con el dominio de corona de ALPP se sitlla en una proteina de acuerdo
con la invencién en aproximadamente la misma posicién que el dominio de corona de ALPP en la
proteina ALPP nativa, es decir, en aproximadamente la posicién 366-430, en relacion con la posicién
1 como se indica en la figura 1 (la secuencia que representa el dominio de corona esta subrayada).

La secuencia que tiene identidad de secuencia con el dominio de corona de ALPP
tiene preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, més preferiblemente
100% de identidad de secuencia con la secuencia nativa del dominio de corona de ALPP, que esta
representada por los aminoacidos subrayados en las posiciones 366-430 en la SEQ ID NO: 3.

El porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos o de &cido nucleico, o el
término "% de identidad de secuencia', se define aqui como el porcentaje de residuos en una
secuencia de aminoacido candidato o de acido nucleico que es idéntica a los residuos en una
secuencia de referencia después de alinear las dos secuencias e introducir huecos, si es necesario,
para lograr el maximo porcentaje de identidad. En una modalidad preferida, el calculo de dicho al
menos porcentaje de identidad de secuencia se lleva a cabo sin introducir huecos. Los métodos y
programas de computadora para la alineacién son bien conocidos en la técnica, por ejemplo "Alinear
2" 0 el servicio BLAST del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI).

Preferiblemente dicha secuencia que tiene una secuencia que es al menos 90%
idéntica a la parte N-terminal que flanquea el dominio de corona de ALPl esta situada en una
proteina de acuerdo con la aplicacion a aproximadamente la misma posicion que la parte de ALPl en
la proteina ALPI nativa, es decir, como se representa por las posiciones 1-365 en SEQ ID NO: 1 en la
figura 1.

Ademas, la secuencia que tiene identidad de secuencia con el dominio catalitico de

ALPI preferiblemente tiene al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad de



10

15

20

25

30

35

7

secuencia con la parte N-terminal que flanquea el dominio de corona de ALPI, representada por las
posiciones 1-365 en la figura 1, SEQ ID NO: 2, con la condicién de que el aminoacido en la posicion
279 es L y el aminoacido correspondiente a la posicion 328 es V. Mas preferiblemente, la secuencia
que tiene una identidad de secuencia con la parte N-terminal del dominio catalitico de ALPI es
idéntica a la secuencia nativa del dominio catalitico de ALPI, con la excepcion de que el aminoacido
en la posicién 279 es L y el aminoacido en la posicién 328 es V.

Preferiblemente, dicha secuencia que tiene una secuencia que es al menos 90%
idéntica a la parte C-terminal que flanquea el dominio de corona de ALPI estd situada en una
proteina de acuerdo con la invencién en aproximadamente la misma posicion que la parte de ALPI
en la proteina ALPI nativa, es decir, como se representa por las posiciones 431-484 en SEQ ID NO:
1.

La secuencia que tiene identidad de secuencia con la parte C-terminal que flanquea
el dominio de corona de ALPI preferiblemente tiene al menos 95%, mas preferiblemente al menos
98% de identidad de secuencia con la secuencia C-terminal, que flanquea el dominio de corona de
ALPI y representada por las posiciones 431-484 en SEQ ID NO: 2, con la condicion de que el
aminoacido en la posicién 478 es L. Mas preferiblemente, la secuencia que tiene una identidad de
secuencia con la parte C-terminal del dominio catalitico de ALPI es idéntica a la secuencia nativa del
dominio catalitico de ALPI, con la excepcion de que el aminoécido en la posicion 478 es L.

Anteriormente, se demostré que una fosfatasa alcalina que tiene una secuencia de
dominio de corona que tiene una identidad de secuencia con el dominio de corona de ALPP y que
tiene un dominio catalitico que tiene una identidad de secuencia con el dominio catalitico de ALPI
(en adelante denominado como catALPI/coronaALPP) retuvo su actividad especifica inicial en medio
Zn*" bajo. Estos resultados mostraron que la actividad in vivo es Zn®** independiente. En
comparacion, ALPI perdié répidamente su actividad en las mismas condiciones de Zn** bajo. Los
inventores llegaron a la conclusién de que una enzima cuya actividad es independiente de zZn®*
podria ser (til en enfermedades donde la disminucién de Zn** es parte de la patologia (por ejemplo,
defectos nutricionales, abuso de alcohol y dafio de la integridad intestinal, infecciones crénicas,
incluyendo sepsis, o enfermedades inflamatorias en general) o donde la adicién de Zn®* (como un
agente estabilizador en la fabricacion) puede estar contraindicada (por ejemplo, fase aguda de la
sepsis, enfermedades autoinmunes). Aparte de las ventajas de produccién y aplicacién,
catALPl/coronaALPP también tiene ventajas con respecto a la estabilidad durante el almacenamiento.
Las propiedades de catALPI/coronaALPP se describen en detalle en W02008/133511.

La solicitud actual sorprendentemente demuestra que una proteina de acuerdo con
la presente invencién es alin més estable en concentracién de Zn?* baja. Se muestra aqui, que una

modificacion especifica que implica tres posiciones con respecto a la secuencia de



10

15

20

25

30

8

catALPI/coronaALPP descrita anteriormente aumenta la independencia de Zn?* ain mas. En
resumen, por tanto se ha demostrado que AP nativa, tal como ALPI, pierde su actividad enzimatica

en ambientes con concentraciones de ZnZ*

bajas, catALPI/coronaALPP (como se describe en
WQO2008/133511) conserva su actividad en ambientes con Zn2+ bajo, pero pierde su actividad
cuando, por ejemplo, se afladen agentes quelantes de Zn?*, mientras que una proteina de acuerdo
con la presente invencion conserva gran parte de su actividad incluso en la presencia de un quelante
de zinc, tal como EDTA. Por lo tanto, en enfermedades en donde la disminucion de Zn?* severa es
parte de la patologia, dicha AP nativa es incapaz de desplegar su actividad enzimatica en el sitio
donde se piensa que es el mas beneficioso, por ejemplo, en el sitio de la inflamacién. En contraste,
una AP recombinante no susceptible a concentraciones de Zn** muy bajas, en particular una
proteina de acuerdo con la invencién retiene su actividad en un ambiente con concentraciéon de Zn**
muy baja, por ejemplo, en un sitio de inflamacion. Dicha enzima es por lo tanto muy util para el
tratamiento de las enfermedades que son debido a o acompafiadas por niveles de Zn?* bajos. Dichos
niveles de Zn** disminuidos harfan otras fosfatasas alcalinas menos activo, en comparacién con una
proteina de acuerdo con la invencion.

Varias enzimas en el cuerpo humano dependen de Zn®* por su actividad y por
ejemplo las respuestas inmunolégicas son mas eficaces si los niveles suficientes de Zn®* estan
presentes. Las partas innatas asi como las partes especificas del sistema inmune son conocidas por
ser influenciadas por el zinc y se han establecido que las proteinas que contienen zinc se acumulan
en sitios de inflamacién. En un individuo sano, los valores de referencia de suero de Zn®* son entre
10 y 20 pM. Por ejemplo en el abuso de alcohol o durante la desnutricion, estos niveles pueden
disminuir a menos de 10 pM o incluso menos de 1 pM. Ademas, la inflamacion (sub)cronica, tal
como artritis reumatoide, sepsis, y enfermedad de Crohn presente con la deficiencia de zinc en
suero. En dichos ambientes deficientes de Zn®*, una proteina de acuerdo con la invencién es todavia
muy activa, mientras que otras fosfatasas alcalinas conocidas mas 0 menos rapidamente pierden su
actividad de fosfatasa. La invencién proporciona asi la idea de que una proteina de acuerdo con la
invencién es especialmente (til en el tratamiento de una enfermedad que se acompafia con
deficiencia de Zn®" local o sistémica. En comparacion con otras fosfatasas alcalinas conocidas, una
proteina de acuerdo con la invencién es més activa bajo condiciones de Zn®* bajas. En una
modalidad preferida por lo tanto, la invencién proporciona una proteina de acuerdo con la invencién
para uso en la prevencién o tratamiento de una enfermedad que va acompafiada por la deficiencia
de Zn*'. Preferiblemente, dicha enfermedad comprende una enfermedad inflamatoria, mas
preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de enfermedades autoinmunes, artritis

reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis, enfermedad



10

15

20

25

30

35

9

inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad hepéatica
inflamatoria, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

2+n

Con el término "deficiencia de zinc" o "deficiencia de Zn se entiende que la
cantidad de zinc (localmente) disponible es insuficiente para permitir la actividad celular y/o
enzimatica sin obstaculos. La deficiencia de zinc puede ser absoluta o relativa, en donde la
deficiencia de zinc absoluta se puede determinar facilmente por referencia a los valores de referencia
en los individuos sanos, conocidos en la técnica. La deficiencia de zinc relativa, por ejemplo, puede
ocurrir cuando las concentraciones de zinc estan todavia dentro de los limites establecidos por los
valores de referencia en los individuos sanos, pero las concentraciones de zinc necesarias son mas
altas de lo normal, por ejemplo durante la inflamacion. En algunas modalidades, la deficiencia de
zinc significa que la concentracién de zinc (local) del sujeto es por debajo de 10 uM, mas
preferiblemente por debajo de 5 uM, mas preferiblemente por debajo de 2 uM, mas preferiblemente
por debajo de 1 uM, mas preferiblemente por debajo de 0.1 uM, mas preferiblemente por debajo de
0.05 puM, mas preferiblemente por debajo de 0.02 uM, mas preferiblemente por debajo de 0.01 uM,
mas preferiblemente por debajo de 0.005 uM, mas preferiblemente por debajo de 0.002 pM. En
algunas modalidades, la deficiencia de zinc significa que la concentracién de zinc (local) es menor
gue la necesaria para la actividad celular y/o enzimatica sin obstaculos.

Con el término "enfermedad inflamatoria" se entiende, cualquier enfermedad que se
debe 0 es acompafiada de una respuesta del tejido de proteccién a la lesidn o destruccion de tejidos,
que sirve para destruir, diluir o delimitar el agente prejudicial y los tejidos lesionados. Los signos
clasicos de la inflamacion aguda son dolor (dolor), calor (calor), enrojecimiento (rubor), hinchazén
(tumor), y pérdida de funcién (afectacion de funcién). Tipicamente, la inflamacién se caracteriza por
el aumento de los parametros inflamatorios, tales como proteina C-reactiva, leucocitos y citoquinas
(IL-6, TNFalfa, etc.). Aunque la inflamacion es inicialmente protectora por naturaleza, la
enfermedad inflamatoria trastornada, tal como la artritis reumatoide y (otras) enfermedades
autoinmunes, también caen dentro de la definicién de "enfermedad inflamatoria". En una modalidad
preferida, la proteina de la presente invencion es para uso en el tratamiento de dicha enfermedad
inflamatoria trastornada o perjudicial.

Ademés, durante el andlisis farmacocinético estandar, los presentes inventores han
observado de forma inesperada que una proteina de acuerdo con la invencion esta dirigida a varios
organos, en particular la piel, rifion, bazo, higado, pulmones, cerebro, grasa, hueso, y colon. El uso
de una proteina acoplada con yodo radiactivo de la invencidn, se ha observado que el % de relacion
de organo/sangre para una proteina de acuerdo con la invencién con relacion a la de
catALPl/coronaALPP es especialmente favorable para la piel, rifidn, bazo, higado, pulmones, cerebro,

grasa, hueso, y colon, es decir, una proteina de acuerdo con la invencion esté dirigida relativamente
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mas a estos 6rganos que la proteina catALPI/coronaALPP conocida. En particular, una proteina de
acuerdo con la invencién reside en concentraciones méas bajas en la sangre que catALPI/coronaALPP
y reside en concentraciones mas altas en los 6rganos mencionados. Cuando una condicion que
relaciona estos drganos, tal como neurodermatitis de higado, lesién renal, fibrosis hepética,
hipofosfatasia o lo similar debe ser tratada menos proteina es necesaria para el tratamiento,
reduciendo costos y/o aumentando la eficacia. Los experimentos que implican las enfermedades
relacionadas con estos 6rganos ya se han realizado (hipofosfatasia), estan en curso (enfermedad del
rifidn), o son planeadas. La invencidn proporciona asi una proteina que muestra independencia zinc
mejorada y el comportamiento farmacocinético en comparacion con las fosfatasas alcalinas
conocidas en la técnica.

Los inventores han demostrado, en varias modalidades de trabajo, que una proteina
de acuerdo con la invencion es Gtil como un medicamento. Las enfermedades o condiciones que
pueden ser tratadas con una proteina de acuerdo con la invencién incluyen: funcién renal reducida,
lesién renal, insuficiencia renal e hipofosfatasia. Ademas, debido a las caracteristicas especificas de
una proteina de fosfatasa alcalina de acuerdo con la invencién, que constituyen mejoras con
respecto a las proteinas de fosfatasa alcalina conocidas que se han utilizado, la proteina de acuerdo
con la invencion es Gtil no sblo para la funcion renal reducida, lesiéon renal, insuficiencia renal e
hipofosfatasia, sino también para la prevencion o tratamiento de enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, aterosclerosis, enfermedad
inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccién, sepsis, neurodermatitis, enfermedad inflamatoria
del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria. Estas son todas las
enfermedades que afectan érganos que son dirigidas por una proteina de acuerdo con la invencion
y/o estdn acompafiadas de deficiencia de zinc (relativa).

Bl término "prevencion" o "que previene" se define aqui como la (el acto de)
administracién de una proteina de acuerdo con la invenciéon a un sujeto con la intencion de evitar a
dicho sujeto de atraer una enfermedad particular. Aunque la intencién del tratamiento es prevenir a
dicho sujeto de atraer dicha enfermedad, no es necesario que el estado de enfermedad sea evitado
por completo después de una o multiples administraciones de una proteina de acuerdo con la
invencién, conforme los sujetos son, por ejemplo, no necesariamente susceptibles para un protocolo
de tratamiento especifico. Se prefiere que, en general, la eficacia de dicha prevencion se logra
porque un grupo de sujetos que ha recibido una proteina de acuerdo con la invencién para la
prevencién de una enfermedad en particular muestra al menos un aumento reducido en la severidad
de enfermedad o, por ejemplo, menos complicaciones de dicha enfermedad, cuando se compara con
un grupo de sujetos que no ha recibido dicha proteina. Por ejemplo en caso de enfermedad renal, se

prefiere que los sujetos en riesgo de atraer la enfermedad renal, después de ser tratados con una
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proteina de acuerdo con la invencién muestren menos disminucién de la funcion renal, con respecto
a sujetos que no han sido tratados con dicha proteina. Si un sujeto atrae una enfermedad para la
cual se administré6 una proteina con el fin de prevenir dicha enfermedad, administraciones
adicionales pueden ya sea darse (en adelante denominado como "tratamiento") para prevenir el
empeoramiento de dicho estados de enfermedad o como tratamiento con la intencién de curar.

B término "tratamiento" o "que trata" se define aqui como (el acto de) la
administracién de una proteina de acuerdo con la invencién a un sujeto con la intencién de curar al
sujeto de una enfermedad (esperada) o mejorar, reducir o eliminar los sintomas de un padecimiento
en el sujeto. Aunque la intencién del tratamiento es curar a dicho sujeto, no es necesario que dicho
sujeto sea curado después de que una o multiples administraciones de una proteina de acuerdo con
la invencion, conforme los sujetos son, por ejemplo, no necesariamente susceptibles para un
protocolo de tratamiento especifico. Se prefiere que, en general, la eficacia de dicho tratamiento se
logra porque los sujetos que han sido tratados con una proteina de acuerdo con la invencién
muestran al menos una mejora de su enfermedad-condicion, o por ejemplo menos complicaciones
de dicha enfermedad, cuando se compara con un grupo no tratado (o tratado con placebo). Por
ejemplo en caso de enfermedad renal, se prefiere que los sujetos, después de ser tratados con una
proteina de acuerdo con la invencion muestren la funcidn renal mejorada o menos disminucion de la
funcién renal, con respecto a sujetos que no han sido tratados con dicha proteina.

La invencidon proporciona ademas un polinucledtido que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica una proteina de acuerdo con la invencion.

Como se usa aqui, los términos "secuencia de acido nucleico" y "polinucleétido”
también abarcan moléculas no naturales basadas en y/o derivadas de las secuencias de &cido
nucleico, tales como por ejemplo secuencias de acidos nucleicos modificadas artificialmente, acidos
nucleicos peptidicos, asi como secuencias de acidos nucleicos que comprenden al menos un
nucleétido modificado y/o nucleétido no natural tal como por ejemplo, inosina, LNA, morfolino, y
ARN de 2'-O-metilo.

También se proporciona un vector que comprende dicho polinucleétido de acuerdo
con la invencién. Dicho vector comprende preferiblemente secuencias de acidos nucleicos adicionales
tal como elementos necesarios para la transcripcién/traduccién de la secuencia de acido nucleico que
codifica una fosfatasa (por ejemplo el promotor y/o secuencias de terminacion). Dicho vector puede
comprender también secuencias de acidos nucleicos que codifican marcadores de seleccién (por
ejemplo un antibiético) para seleccionar o mantener células hospederas transformadas con dicho
vector. Los ejemplos de vectores adecuados son vectores de clonacion o de expresion. Cualquier
vector adecuado para mediar la expresion en una célula hospedera de elecciéon se puede usar de

acuerdo con la invencidn, ya sea integrado o replicado de manera episomal en una célula hospedera.
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El vector puede ser un plasmido, un virus (por ejemplo, un retrovirus, adenovirus, virus adeno-
asociado, baculovirus y/o derivados de los mismos), un cdésmido, un fago o un fagémido, un vector
episomal o un cromosoma artificial. Dicho polinucleétido o vector es muy util para la produccion de
una proteina de acuerdo con la invencion, pero también se pueden utilizar para la terapia génica.

La invencion proporciona asi una proteina de acuerdo con la invencion para el uso
como un medicamento. También es posible tratar a un paciente que sufre o en riesgo de padecer
cualquier enfermedad mencionada anteriormente a ser tratado con un polinucleétido de acuerdo con
la invencion, o con un vector de acuerdo con la invencion, con el fin de expresar una proteina de
acuerdo la invencion in vivo. La invencién también proporciona asi un polinucleétido de acuerdo con
la invencion o un vector de acuerdo con la invencion para el uso como un medicamento,
preferiblemente para la prevencién o tratamiento de la funcion renal reducida, lesién renal,
insuficiencia renal, enfermedades autoinmunes de hipofosfatasia, artritis reumatoide, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto
gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis, enfermedad inflamatoria del higado, enfermedad
pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

También se proporciona una proteina, un polinucleétido o un vector de acuerdo con
la invencion para el uso en un método para la prevencion o tratamiento de una enfermedad
inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia.

También se proporciona el uso de una proteina, polinucleétido y/o vector de acuerdo
con la invencién para la fabricacion de un medicamento, preferiblemente para la prevencion o
tratamiento de la funcidn renal reducida, lesion renal, insuficiencia renal, hipofosfatasia,
enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis,
enfermedad inflamatoria del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal
inflamatoria.

En otra modalidad, la invencidon proporciona el uso de una proteina de fosfatasa
alcalina de acuerdo con la invencion, de un polinucle6tido de acuerdo con la invencién, o de un
vector de acuerdo con la invencién, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad que es acompafiada por una deficiencia local o sistémica de Zn**, preferiblemente
dicha enfermedad es una enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia,
preferiblemente dicha enfermedad comprende una enfermedad inflamatoria, méas preferiblemente
una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, aterosclerosis, enfermedad
inflamatoria del tracto gastro-intestinal, infeccién, sepsis, neurodermatitis, enfermedad inflamatoria

del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.
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En aln otra modalidad, la invencidon proporciona un método para tratar a un sujeto
(preferiblemente un ser humano) para tratar una enfermedad que se acomparia preferiblemente por
deficiencia de Zn?*, que comprende la administracion de una cantidad efectiva de una fosfatasa de
acuerdo con la invencidon, en donde dicha enfermedad comprende preferiblemente una enfermedad
inflamatoria, mas preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de enfermedades
autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aterosclerosis,
enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccién, sepsis, neurodermatitis, enfermedad
inflamatoria del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad renal inflamatoria.

La invencion proporciona asi una proteina, polinucleétido, y/o vector de acuerdo con
la invencion para uso en una variedad de enfermedades. Una proteina de acuerdo con la invencion
es especialmente (til, debido a su distribucién en los 6rganos, para su uso en el tratamiento de una
enfermedad que implica el tracto gastrointestinal, piel de rifion, higado, pulmén, cerebro, tejido
graso, o hueso.

En una modalidad preferida, la invencion proporciona una proteina, polinucleétido
y/o vector de acuerdo con la invencién para el uso en el tratamiento de la enfermedad renal.

Aunque existe una visién continua en la fisiopatologia de la lesion renal y hay
terapias que mejoran la funcidon renal [Lameire NH, Acute kidney injury: an increasing global
concern. Lanceta. 2013 Jul 13; 382(9887):170-9], todavia existe una necesidad de tratamientos
alternativos para tratar la lesion renal y/o mejorar la funcidon renal. La presente invencion
proporciona dicho tratamiento alternativo al proporcionar una proteina, polinucleétido y/o un vector
para su uso de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida, la invencidn proporciona una proteina, polinucleotido
y/o vector para el uso de acuerdo con la invencién, en donde la enfermedad renal se selecciona del
grupo de insuficiencia renal, lesion renal aguda, enfermedad renal crénica, enfermedad renal
isquémica.

El término lesion renal aguda (AKI), anteriormente llamada insuficiencia renal aguda,
significa que la funcién renal se pierde rapidamente. AKI se diagnostica sobre la base de los
hallazgos caracteristicos de laboratorio, tal como nitr6geno de urea arterial elevada y creatinina, o
incapacidad de los rifiones para producir suficientes cantidades de orina. AKI se puede subdividir en
AKI prerrenal, AKl intrinseca y AKI post-renal.

AKI prerrenal es causada por flujo sanguineo efectivo disminuido al rifion. Los
hallazgos tipicos de laboratorio para AKI prerrenal son: Uysm: >500, Uya: <10, Fena: <1% vy relacion
de BUN/Cr: >20.
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El término AKI intrinseca se utiliza cuando las fuentes de dafios en el rifién en si son
la causa. Los hallazgos tipicos de laboratorio para AKI intrinseca son: Usgm: <350, Uya: >20, Fea:
>2% y relacion BUN/Cr: <15.

Bl término AKI post-renal esta reservado para esas condiciones donde la obstruccion
del tracto urinario es la causa de AKI. Los hallazgos tipicos de laboratorio para AKI post-renal son:
Uosm: <350, Upa: >40, Fena: >4% vy relacion BUN/Cr: >15.

A nivel mundial, existen varias directrices para la clasificacion de la enfermedad
renal crénica. Como un ejemplo, los criterios de clasificacion de la Fundacion Nacional del Rifion
(2002) "Guias de practica clinica K/DOQI para la enfermedad renal crénica" se describen
posteriormente. La persona con experiencia puede seleccionar diferentes poblaciones de pacientes,
basadas en otras directrices.

Tipicamente, todos los individuos con una tasa de filtracién glomerular (GFR) <60
ml/min/1.73 m2 durante 3 meses se clasifican como que tienen enfermedad renal croénica,
independientemente de la presencia o ausencia de dafio renal. La razén de la inclusién de estos
individuos es que la reduccién en la funcion renal a este nivel o inferior representa la pérdida de la
mitad o mas del nivel de adulto de la funcién renal normal, que puede estar asociado con una serie
de complicaciones. En general las personas con dafio renal crénico se clasificaran como que tienen
enfermedad renal cronica, independientemente del nivel de GFR. La razdén de la inclusiéon de
individuos con GFR > 60 ml/min/1.73 m2 es que GFR puede ser sostenida en niveles normales o
incrementados a pesar del dafio renal sustancial y que los pacientes con dafio renal tienen un riesgo
incrementado de los dos resultados principales de la enfermedad renal crénica: pérdida de la funcion
renal y el desarrollo de la enfermedad cardiovascular, que puede conducir a morbilidad y mortalidad.

La pérdida de proteina en la orina se considera como un marcador independiente de
empeoramiento de la funcién renal y la enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, las directrices
britanicas anexan la letra "P" a la etapa de la enfermedad renal crénica si existe una pérdida de
proteina significante.

Las 5 etapas de la enfermedad renal cronica se clasifican normalmente como sigue:

Etapa 1. Funcidon disminuida ligeramente; dafio renal con GFR normal o
relativamente alta (=90 ml/min/1.73 m2). El dafio renal se define como anormalidades patoldgicas o
marcadores de dafio, incluyendo anormalidades en prueba de sangre u orina o estudios de imagen.

Etapa 2: Reduccion leve en GFR (60-89 ml/min/1.73 m2) con dafio renal. El dafio
renal se define como anormalidades patolégicas o marcadores de dafio, incluyendo anormalidades

en prueba de sangre u orina o estudios de imagen.
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Etapa 3: Reduccion moderada en GFR (30-59 ml/min/1.73 m2). Las directrices
britdnicas se distinguen entre la etapa 3A (GFR 45-59) y etapa 3B (GFR 30-44) para los propdsitos
de la deteccién y derivacion.

Etapa 4: Reduccion severa en GFR (15-29 ml/min/1.73 m2). Preparacion para la
terapia de reemplazo renal.

Etapa 5: Insuficiencia renal establecida (GFR <15 ml/min/1.73 m2), la terapia de
reemplazo renal permanente (RRT), o enfermedad renal en etapa terminal (ESRD).

Bl término insuficiencia renal ahora denota una condiciéon médica en la cual los
rifiones dejan de filtrar adecuadamente los productos de residuos de la sangre. Las dos formas
principales son la insuficiencia renal aguda, que a menudo es reversible con el tratamiento
adecuado, y la enfermedad renal crénica, que a menudo no es reversible.

La enfermedad renal isquémica se reserva para aquellas condiciones en las que una
reduccién clinicamente importante en la tasa de filtraciébn glomerular o la pérdida de parénquima
renal es causada por la estenosis de la arteria renal significativa hemodinamicamente u otras causas
gue resultan en baja presion arterial en los rifiones, tal como por ejemplo choque hemodinamico o el
uso de una pinza arterial para la interrupcién temporal del flujo de sangre.

Los inventores también han demostrado que una proteina de acuerdo con la
invencién es Gtil en el tratamiento de hipofosfatasia (HPP). Esto fue bastante inesperado, ya que los
experimentos anteriores utilizando TNAP para el tratamiento de hipofosfatasia fallaron en mostrar la
eficacia de la terapia de reemplazo de enzima. Por consiguiente una proteina de fusion artificial entre
una enzima TNAP y un péptido autoguiado 6seo se desarrolla (Whyte et al, N Engl J Med. 2012 Mar
8; 366(10):904-13). Sorprendentemente, la proteina de acuerdo con la presente invencion no
necesita dicho péptido auto-guiado éseo y es capaz de reducir efectivamente los signos de los
sintomas de la hipofosfatasia en un modelo de raton. En otra modalidad preferida, la invencion
proporciona asi una proteina, polinucleétido y/o vector de acuerdo con la invencion para el uso en el
tratamiento de la hipofosfatasia.

La base metabdlica de la hipofosfatasia se deriva de un defecto molecular en la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido de codificacion de genes (TNAP). TNAP es una ectoenzima
atada a la superficie exterior de las membranas celulares de osteoblastos y condrocitos. TNAP
normalmente hidroliza varias sustancias, incluyendo pirofosfato inorganico (PPi) y piridoxal 5'-fosfato
(PLP) una forma importante de vitamina B6.

Cuando TNAP es baja, pirofosfato inorganico (PPi) se acumula extracelularmente e
inhibe potencialmente la formacién de hidroxiapatita (mineralizacion), causando raquitismo en
infantes y nifios y osteomalacia (huesos blandos) en adultos. PLP es la forma principal de vitamina

B6 y debe ser desfosforilada por TNAP a piridoxal (PL) para cruzar sobre la membrana celular. La
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deficiencia de vitamina B6 en el cerebro afecta la sintesis de neurotransmisores, que pueden causar
convulsiones. En algunos casos, la deposicion de cristales deshidratados de pirofosfato de calcio
(CPPD) en la articulacion puede causar pseudogota.

No existen terapias aprobadas para HPP hoy. La gestién actual consiste en paliar los
sintomas, manteniendo el equilibrio del calcio y la aplicacion de las intervenciones fisicas,
ocupacionales, dentales y ortopédicas como sea necesario. La administracion de bisfosfonato
(andlogo sintético de pirofosfato) en un infante no tiene efecto discernible sobre el esqueleto, y la
enfermedad del infante progresé hasta la muerte a los 14 meses de edad.

Bl trasplante de células de médula ésea en dos infantes gravemente afectados
produce una mejora radiografica y clinica, aunque el mecanismo de la eficacia no se entiende
completamente y la morbilidad significativa se mantiene. La terapia de reemplazo de enzima con
suero normal o con suero rico en ALP de pacientes con la enfermedad d6sea de Paget no es
beneficiosa [Whyte MP, Valdes R, Ryan LM, McAlister WH (septiembre de 1982). "Infantile
hypophosphatasia: enzyme replacement therapy by intravenous infusion of alkaline phosphatase-rich
plasma from patients with Paget bone disease". J. Pediatr. 101 (3): 379-86][ Whyte MP, McAlister
WH, Patton LS, et al. (Diciembre 1984). "Enzyme replacement therapy for infantile hypophosphatasia
attempted by intravenous infusions of alkaline phosphatase-rich Paget plasma: results in three
additional patients". J. Pediatr. 105 (6): 926-33]. Estas terapias de reemplazo de enzima se piensa
gue son ineficaces porque la funcién de fosfatasa alcalina se supone que es en la superficie del
hueso y no en la sangre. Intentos adicionales para mejorar la eficacia de la terapia de reemplazo de
enzima por lo tanto se construyen alrededor de una enzima TNAP dirigida al hueso con resultados
prometedores [Whyte et al. N Engl J Med. 2012 Mar 8; 366(10):904-13]. Sorprendentemente, la
presente invencién muestra que, sin la introduccién de un radical dirigido al hueso artificial, una
proteina de acuerdo con la invencion es beneficiosa en un modelo de murino de hipofosfatasia. Una
ventaja de la presente proteina sobre la descrita en Whyte et al y Millan et al [J. Bone Miner. Res.
2008; 23 (6): 777-787] es que, debido a la ausencia del radical dirigido al hueso artificial, se espera
que la presente proteina sea mucho menos inmunogénica. La presente proteina consiste de una
proteina que tiene una alta identidad de secuencia con proteinas de fosfatasa alcalina humanas de
origen natural. Ademas, la proteina de la presente invencion tiene una ventaja sobre la fosfatasa
alcalina dirigida al hueso con respecto a la facilidad y costo de produccién.

En una modalidad preferida, una proteina, polinucleétido, y/o vector de acuerdo con
la invenciéon para el uso en el tratamiento de hipofosfatasia se proporciona, en donde dicha
hipofosfatasia se selecciona de hipofosfatasia perinatal, hipofosfatasia infantil, hipofosfatasia de

nifiez, e hipofosfatasia adulta.
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La hipofosfatasia perinatal es la forma mas perniciosa de la hipofosfatasia. En el
Utero, la hipomineralizacion profunda resulta en membraneceum caput, miembros deformados o
cortos durante la gestacion y el nacimiento y la muerte rapida debido a la insuficiencia respiratoria.

La hipofosfatasia infantil se presenta en los primeros 6 meses de vida. El desarrollo
post-natal a menudo parece normal hasta que el comienzo de mala alimentacién y aumento de peso
inadecuado, y manifestaciones clinicas de raquitismo se reconocen. La hipercalcemia e
hipercalcinuria también son comunes y pueden explicar la nefrocalcinosis, compromiso renal y
episodios de vémitos recurrentes. La mortalidad se estima que es 50% en el primer afio de vida.

La hipofosfatasia en la nifiez tiene una expresion clinica variable. Como un resultado
de la aplasia, hipoplasia o displasia de cemento dental, la pérdida prematura de dientes temporales
(es decir, antes de los 5 afios) se produce. Con frecuencia, los incisivos se desprenden primero;
ocasionalmente casi toda la denticion temporal se exfolia de forma prematura. Las radiografias
dentales algunas veces muestran las camaras pulpares y conductos radiculares agrandados
caracteristicos de los "dientes de concha” de raquitismo. Los pacientes también pueden experimentar
caminar retrasado, una marcha de anade caracteristica, se quejan de rigidez y dolor, y tienen una
debilidad muscular apendicular (especialmente en los muslos), consistente con miopatia no
progresiva. Por lo general, las radiografias muestran deformidades raquiticas y defectos Gseos
caracteristicos cerca de los extremos de los huesos largos principales (es decir, "lenguas" de
radiotransparencia que sobresalen de la placa de crecimiento raquitico en la metéfisis). El retraso del
crecimiento, fracturas frecuentes y la osteopenia son comunes. En los infantes gravemente afectados
y los nifios pequefios no es raro que, a pesar de la aparicion de las fontanelas ampliamente
"abiertas" en los estudios radiograficos, por sinostosis funcional de las suturas craneales ocurran. La
ilusion de fontanelas "abiertas" resulta de grandes areas de la b6veda craneal hipomineralizada.
Posteriormente verdadera fusion 6sea prematura de las suturas craneales puede elevar la presion
intracraneal.

La hipofosfatasia adulta puede estar asociada con el raquitismo, la pérdida
prematura de dientes temporales, o la pérdida temprana de la denticién adulta seguida de una salud
relativamente buena. La osteomalacia se manifiesta en los pies dolorosos que resultan de
recurrentes fracturas por estrés metatarsiano de dificil cicatrizacioén, y molestias en muslos o caderas
debido a pseudofracturas femorales que, cuando aparecen en el estudio radiografico, se distinguen
de la mayoria de los otros tipos de osteomalacia (que ocurren en sentido medial) por su ubicacion en
las cortezas laterales del fémur proximal. Algunos pacientes sufren de deposiciones de cristales
dihidratado de pirofosfato de calcio con ataques ocasionales de artritis (pseudogota), lo que parece
ser el resultado de niveles elevados de pirofosfato inorganico endégeno (PPi). Estos pacientes

también pueden sufrir degeneracion del cartilago articular y la artropatia de pirofosfato. Las
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radiografias pueden revelar pseudofracturas en las cortezas laterales del fémur proximal, fracturas
por estrés, y los pacientes pueden experimentar osteopenia, condrocalcinosis, caracteristicas de
artropatia de pirofosfato, y periartritis calcificada.

En una modalidad preferida, una proteina, polinucleétido, y/o vector para su uso en
el tratamiento de hipofosfatasia de acuerdo con la invencidn se proporciona, en donde el tratamiento
resulta en la supervivencia prolongada; peso corporal incrementado; fenotipo esquelético mejorado
(tales como la induccién de centros secundarios de osificacién, mejora de la mineralizacién 6sea, por
ejemplo en hueso trabecular y/o cortical, o induccion de osteoide); atenuacion de defectos
craneofaciales (tales como anormalidades de forma y la fusiéon de la sutura coronal); mejora del
fenotipo dento-alveolar (tal como la mejora de la altura y forma molar, grosor de dentina, y
mineralizacion 6sea); y/o reduccion de los niveles de PPi de plasma del paciente.

También se proporciona el uso de una proteina, polinucleétido, y/o vector de
acuerdo con la invencién para la preparacion de un medicamento para la prevencion o tratamiento
de la hipofosfatasia, en donde el tratamiento resulta en la supervivencia prolongada; peso corporal
incrementado; fenotipo esquelético mejorado (tales como la induccién de centros secundarios de
osificacion, mejora de la mineralizacibn 6sea, por ejemplo en hueso trabecular y/o cortical, o
induccion de osteoide); atenuacion de defectos craneofaciales (tal como anormalidades de formay la
fusion de la sutura coronal); mejora del fenotipo dento-alveolar (tal como la mejora de la altura y
forma molar, grosor de dentina, y mineralizacion 0sea); y/o reduccion de los niveles de PPi de
plasma de un paciente.

También se proporciona un método para tratar un sujeto que padece o esta en
riesgo de padecer de hipofosfatasia, en donde el tratamiento resulta en la supervivencia prolongada;
peso corporal incrementado; fenotipo esquelético mejorado (tal como la inducciéon de centros
secundarios de osificacion, mejora de la mineralizacién ésea, por ejemplo en el hueso trabecular y/o
cortical, o la induccién de osteoide); atenuacion de defectos craneofaciales (tal como anormalidades
de forma y fusion de la sutura coronal); mejora del fenotipo dento-alveolar (tal como la mejora de la
altura y forma molar, grosor de dentina, y la mineralizacién ésea); y/o reduccién de los niveles de
PPi de plasma en dicho sujeto.

En una modalidad mas preferida, una proteina, polinucleétido, y/o vector para el uso
en el tratamiento de hipofosfatasia de acuerdo con la invenciéon se proporciona, en donde dicha
hipofosfatasia se selecciona de hipofosfatasia infantil, de nifiez o adulta. Mas preferiblemente, la
hipofosfatasia es hipofosfatasia infantil.

En toda la especificacion, ejemplos y literatura en la técnica, otra nhomenclatura se

utiliza para designar las isoformas respectivas de fosfatasa alcalina. En beneficio de la claridad, en el
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cuadro 1 posterior los nombres y abreviaturas cominmente usados, 0 usados en esta solicitud se

enumeran.

CUADRO 1

sindnimos y abreviaturas utilizados en la presente solicitud de patente o generalmente

conocidos para los diferentes tipos de fosfatasas alcalinas

FOSFATSAS ALCALINAS ABREVIATURAS

Fosfatasa alcalina placentaria ALPP, PLAP,

Fosfatasa alcalina placentaria secretable ShPLAP, sALPP

Fosfatasa alcalina intestinal ALPI, IAP hIAP

Fosfatasa alcalina intestinal secretable shlAP, sALPI

Fosfatasa alcalina tipo placentaria GCAP

Fosfatasa alcalina no especifica de tejido TNAP,BLK, ALPL, TNSALP
Fosfatasa alcalina recombinante que comprende el | catALPI/coronaALPP, recAP,
dominio catalitico de ALPl y el dominio de corona de | Xinplap, SALPI-ALPP-CD
ALPP

Proteina de acuerdo con la invencién LVL-RecAP, RecAP mejorada

Con el término "secretable” se entiende que el anclaje de glicosilfosfatidilinositol no
postraduccional (GPlI) se ha unido para madurar la proteina, lo que permite que la proteina sea
secretada y no unida a la membrana. Un anclaje de GPl es un glicolipido que se puede unir a la C-
terminal de una proteina durante la modificacién postraduccional. Se compone de un grupo
fosfatidilinositol enlazado a través de un enlazador que contiene carbohidratos (glucosamina y
manosa al residuo de inositol través de un enlace glicésido) y a través de un puente de fosfato de
etanolamina (EtNP) al aminoacido C-terminal de una proteina madura. Los dos acidos grasos dentro
del grupo fosfatidil-inositol hidréfobo anclan la proteina a la membrana celular. Es ventajoso para la
produccién y el procesamiento corriente abajo, y por lo tanto preferido que una proteina de acuerdo
con la invencion no comprenda un anclaje de GPI.

Es claro que cualquiera de las fosfatasas modificadas secretables descritas (y por
tanto también una proteina secretable de acuerdo con la invencién) puede por ejemplo ser
producida mediante la introduccién en una célula hospedera de un acido nucleico capaz de codificar
dicha fosfatasa secretable en enlace operable con secuencias reguladoras y permitir que dicha célula
hospedera exprese dicha fosfatasa secretable y opcionalmente aislar la fosfatasa producida a partir
del medio en el que la célula hospedera se cultiva y/o mantiene. Sin embargo, aparte de las
mutaciones en la secuencia de unién de GPI mencionada anteriormente, existen otros métodos que

hacen proteinas secretadas, sin anclaje de GPI, por ejemplo:
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1) Después de la expresion como proteinas ancladas a la membrana, las
fosfolipasas se pueden usar para escindir el anclaje de GPI. Por lo tanto la invencion también
proporciona un método para producir una fosfatasa secretada que comprende cultivar un hospedero
capaz de expresar una fosfatasa anclada de membrana, permitiendo a dicha célula hospedera
producir dicha fosfatasa y la incubacién de las células obtenidas con una fosfolipasa v,
opcionalmente aislar la fosfatasa liberada.

2) La interferencia con la produccién del anclaje de GPI o el uso de una célula
(tipo) que es deficiente en la produccion de anclaje de GPI también se puede usar para hacer una
forma secretable de una proteina anclada de otra manera con GPl. Los ejemplos de lineas celulares
gue se han hecho para ser deficientes en la bioquimica de anclaje de GPI son, por ejemplo, Jurkat,
AM-B, C84, BW, 349, CHO y Raji. En aun otra modalidad la invencion por lo tanto proporciona un
método para producir una fosfatasa secretada que comprende cultivar una célula hospedera capaz
de expresar una fosfatasa secretable (alcalina) (por ejemplo una célula hospedera que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica cualquiera de las fosfatasas secretadas modificada
mencionada (alcalina)), permitiendo a dicho huésped producir dicha fosfatasa secretable y
opcionalmente aislar la fosfatasa producida, en donde dicha célula hospedera no es capaz de
biosintesis de proteinas ancladas con GPl funcionales. Sin embargo, la célula hospedera también
puede producir una fosfatasa con una secuencia de sefial GPI funcional.

3) La interferencia con o el uso de una célula deficiente en transamidasas se
pueden usar para inhibir la unién de un anclaje de GPI a la proteina, que representa la proteina sin
anclaje y secretable. Dicha célula deficiente se ha obtenido a través de la mutagénesis en CHO.

Un vector de acuerdo con la invencion comprende preferiblemente secuencias de
acidos nucleicos adicionales tal como elementos necesarios para la transcripcion/traduccion de la
secuencia de acido nucleico que codifica una fosfatasa (por ejemplo la secuencia promotora y/o de
terminacién). Dicho vector puede comprender también secuencias de acidos nucleicos que codifican
marcadores de seleccion (por ejemplo un antibiético) para seleccionar o mantener células
hospederas transformadas con dicho vector. Preferiblemente, una secuencia de nucledtido que
codifica para una secuencia de anclaje de GPl esti4 ausente en un polinucleétido y/o vector de
acuerdo con la invencion. Los ejemplos de vectores adecuados son vectores de clonacion o de
expresion. Cualquier vector adecuado para mediar la expresion en una célula hospedera adecuada se
puede utilizar de acuerdo con la invencion, ya sea integrada o la replicacion episomalmente en una
célula hospedera. E vector puede ser un plasmido, un virus (por ejemplo, un retrovirus, adenovirus,
virus adeno-asociado, baculovirus o derivados de los mismos), un cdsmido, un fago o un fagémido,

un vector episomal 0 un cromosoma artificial.
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Ademas, la invencién también proporciona una célula hospedera que comprende una
proteina, una secuencia de &cido nucleico o vector de acuerdo con la invencidon como se describe. La
célula puede ser una célula eucariota, preferiblemente una célula de mamifero, una célula vegetal o
una célula de levadura, que es adecuada para la produccién de proteinas recombinantes. Las células
hospederas de levadura adecuadas comprenden, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae y Pichia
pastoris. Las células hospederas preferidas son células derivadas de mamifero (o humanas mas
preferidas) tales como BHK, HEK293, CHO o PerC6™. En una modalidad particular preferida, la
célula hospedera es una célula CHO.

Una secuencia de &cido nucleico que codifica una proteina de acuerdo con la
invencion, un vector que comprende dicha secuencia de acido nucleico, y/o una célula hospedera
que comprende dicha secuencia de &cido nucleico son muy Utiles en la produccion de una proteina
de acuerdo con la invencion. Una proteina de acuerdo con la invencion comprende sitios de
glicosilacion y por lo tanto la proteina se produce preferiblemente en las células que proporcionan el
patron de glicosilacion deseado. En una modalidad preferida, el sistema de produccién utilizado es
una plataforma de produccién in vitro de mamifero (por ejemplo humano) y adn mas
preferiblemente la produccion implica la produccién a gran escala. En otra modalidad preferida, el
sistema de produccion utilizado es una plataforma de planta o levadura o de mamifero
(preferiblemente no humano) en el que un patrén de glicosilacion tipo humano artificial se introduce.

En una modalidad, la invencién proporciona asi un método para producir una
proteina de acuerdo con la invencion, el método comprende cultivar una célula hospedera que
comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencion o un vector de acuerdo con la invencion y
permitiendo que la célula hospedera produzca dicha proteina. Las células hospederas preferidas son
células derivadas de mamifero (0o humanas mas preferidas) tales como BHK, HEK293, CHO o
PerC6™. En una modalidad particular preferida, la célula hospedera es una célula CHO.
Preferiblemente, un método para producir una proteina de acuerdo con la invencién comprende
ademas, la recoleccién y opcionalmente purificacion de dicha proteina de dicho cultivo.

Como ya se menciond, una proteina descrita aqui de acuerdo con la invencion es util
en la terapia. En una modalidad, la invencion proporciona una composicion, preferiblemente una
composicion farmacéutica, que comprende una proteina de acuerdo con la invencion. Dicha
composicion farmacéutica comprende opcionalmente un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La composicion puede presentarse en cualquier forma, por ejemplo como una
tableta, como un fluido inyectable o como un fluido de infusion etc. Ademas, la composicion,

proteina, nucleétido y/o vector de acuerdo con la invencién se pueden administrar via rutas
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diferentes, por ejemplo intravenosamente, rectalmente, bronquialmente, u oralmente. Aln otra ruta
de administracion adecuada es el uso de un goteo duodenal.

En una modalidad preferida, la ruta de administracién utilizada es la ruta
intravenosa. Es evidente para la persona con experiencia, que preferiblemente una cantidad efectiva
de una proteina de acuerdo con la invencidon se suministra. Como punto de partida, 1-50,000
U/kg/dia se puede utilizar. Otra ruta adecuada, por ejemplo, para HPP, es la ruta subcutanea. Si se
utiliza la ruta de administracién intravenosa, una proteina de acuerdo con la invencién puede ser
(por lo menos para una cierta cantidad de tiempo) aplicada a través de infusién continua.

Dicha composicién de acuerdo con la invencién puede comprender opcionalmente
excipientes, estabilizadores, activadores, portadores, permeadores, propelentes, desinfectantes,
diluyentes y conservantes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes adecuados son
comunmente conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica y se pueden encontrar
facilmente y aplicar por la persona con experiencia, las referencias por ejemplo Remmington
Pharmaceutical Sciences, Mace Publishing Company, Philadelphia PA, 172 ed. 1985.

Para la administracion oral, la proteina puede, por ejemplo, administrarse en formas
de dosificacion sdlidas, tales como capsulas, tabletas (por ejemplo, con un recubrimiento entérico), y
polvos, o en formas de dosificacion liquidas, tales como elixires, jarabes, y suspensiones. AP se
puede encapsular en capsulas de gelatina junto con ingredientes inactivos y portadores en polvo,
tales como glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, almidon, celulosa o derivados de celulosa, estearato
de magnesio, &cido estearico, sacarina de sodio, talco, carbonato de magnesio y lo similar. Ejemplos
de ingredientes inactivos adicionales que se pueden afiadir para proporcionar el color deseable,
sabor, estabilidad, capacidad reguladora de pH, dispersion u otras caracteristicas deseables
conocidas son 6xido de hierro rojo, gel de silice, lauril sulfato de sodio, diéxido de titanio, tinta
blanca comestible y lo similar. Los diluyentes similares se pueden utilizar para hacer comprimidos.
Tanto las tabletas como las capsulas pueden fabricarse como productos de liberacién sostenida para
proporcionar una liberaciéon continua de medicacién durante un periodo de horas. Las tabletas
comprimidas pueden estar recubiertas de azlcar o recubiertas de pelicula para enmascarar cualquier
sabor desagradable y proteger la tableta de la atmdsfera, o recubierta entérica para la
desintegracion selectiva en el tracto gastrointestinal. Las formas de dosificacion liquidas para
administracién oral pueden contener colorantes y saborizantes para incrementar la aceptacion del
paciente.

En una modalidad preferida, una composicién que comprende una proteina de
acuerdo con la invencién es adecuada para la administracion oral y comprende un recubrimiento
entérico para proteger la AP de los efectos adversos de los jugos gastricos y pH bajo. H

recubrimiento entérico y las formulaciones de liberacién controlada son bien conocidos en la técnica.
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Las composiciones de recubrimiento entérico en la técnica pueden comprender de una solucion de
un polimero de recubrimiento entérico soluble en agua mezclado con el(los) ingrediente(s) activo(s)
y otros excipientes, que se dispersan en una solucién acuosa y que posteriormente se puede secar
y/o granular. El recubrimiento entérico formado ofrece resistencia al ataque de una proteina de
acuerdo con la invencion por la humedad atmosférica y el oxigeno durante el almacenamiento y por
los fluidos gastricos y pH bajo después de la ingestién, mientras que se rompe facilmente hacia
abajo en las condiciones alcalinas que existen en el tracto intestinal inferior.

La invencién proporciona una composicion de acuerdo con la invencion para el uso
como un medicamento, preferiblemente para el tratamiento de una enfermedad acompafada por
una deficiencia de zinc local o sistémica, unas enfermedades inflamatorias, una enfermedad renal, o
hipofosfatasia. La enfermedad inflamatoria que se selecciona preferiblemente del grupo que consiste
de enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del tracto gastrointestinal, infeccion, sepsis, neurodermatitis,
enfermedad inflamatoria del higado, enfermedad pulmonar inflamatoria y enfermedad inflamatoria
del rifion. La enfermedad renal que se selecciona preferiblemente del grupo que consiste de
insuficiencia renal, insuficiencia renal aguda, enfermedad renal crénica, y enfermedad renal
isquémica. La hipofosfatasia que se selecciona preferiblemente del grupo que consiste de
hipofosfatasia perinatal, hipofosfatasia infantil, hipofosfatasia de nifiez, e hipofosfatasia adulta.

Ademés del hecho de que una proteina de acuerdo con la invencion se puede
incorporar en una composicion farmacéutica tal como una fosfatasa también puede ser parte de una
composicién nutricional o una nutracéutica.

Una proteina de acuerdo con la invencion se puede afiadir a un nutriente (tal como
leche), pero también puede ser producida dentro de dicho nutriente (por ejemplo por disefio
molecular). Por otra parte, las tabletas y/o capsulas se pueden preparar las cuales se afiaden
posteriormente a un nutriente o que pueden ser tomadas directamente por un ser humano.

Ademés se proporciona un método para tratar un sujeto que padece de una
enfermedad inflamatoria, una enfermedad renal o hipofosfatasia, que comprende administrar una
cantidad efectiva de una proteina de acuerdo con la solicitud, por ejemplo, una proteina aislada o
recombinante que tiene actividad de fosfatasa, en donde parte de dicha proteina comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos 50 aminoacidos consecutivos, que tienen al menos 90% de
identidad de secuencia con el dominio de corona de longitud completa de PLAP humano, parte de
dicha proteina comprende una secuencia de aminoéacidos de al menos 200 aminoacidos consecutivos
gue tienen 90% de identidad de secuencia con la region N-terminal que flanquea el dominio de
corona de ALPI humano, y parte de dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos de al

menos 40 amino&cidos consecutivos que tienen 90% de identidad de secuencia con la region C
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terminal que flanquea el dominio de corona de ALPI humana, en donde la proteina de longitud
completa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de longitud completa de SEQ ID NO: 1, con la condicién
de que el aminoé&cido en la posicién 279 es leucina (L), el aminoacido en la posicién 328 es valina (V)
y el aminoacido en la posicidon 478 es leucina (L), o una cantidad efectiva de un polinucleétido de
acuerdo con la solicitud o una cantidad efectiva de un vector de acuerdo con la solicitud.La invencion
se explicard con mas detalle en los siguientes, ejemplos no limitantes.

La invencion sera explicada con méas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Secuencias de aminoacidos de la proteina madura LVL-RecAP, hlAP y
hPLAP. Los dominios de la corona putativos de las diferentes proteinas estan subrayados.

Figura 2: Distribucion de los 6rganos de LVL-RecAP en comparacién con
catALPI/coronaALPP. Representado es el drgano de distribucion de la sangre de LVL-RecAP dividido
por el érgano a la distribucién de la sangre de catALPI/coronaALPP (= relacién del eje y). Un valor
mas alto es indicativo de direccionamiento LVL-RecAP del 6rgano respectivo en comparacion con
catALPIl/coronaALPP.

Figura 3: La supervivencia de ratones Akp2’~ tratados con vehiculo, 1 mg de LVL-
RecAP/kg/dia, 8 mg LVL-RecAP/kg/dia o 16 mg LVL-RecAP/kg/dia.

Figura 4: Las concentraciones de creatinina sérica en los lechones que sufren de
dafio renal isquémico/reperfusién. Los animales simulados se sometieron al procedimiento quirdrgico
en el que se retird el rifdn izquierdo. Sin embargo, la oclusion y reperfusion renal no se llevaron a
cabo. En el grupo que recibio 0.32 mg/kg/dia, en el dia 0, la mitad de la dosis fue administrada
antes de la reperfusién y la mitad restante de la dosis se administré a los 8 = 2 horas después de la
reperfusion. Una dosis completa se administré diariamente durante el resto del periodo en la vida.

Figura 5: Concentraciones AP en lechones que sufren de dafio renal
isquémico/reperfusion. Los animales simulados se sometieron al procedimiento quirdrgico en el que
se retird el rifidn izquierdo. Sin embargo, la oclusion y reperfusion renal no se llevaron a cabo. En el
grupo que recibié 0.32 mg/kg/dia (200 U/kg/dia), en el dia 0, la mitad de la dosis fue administrada
antes de la reperfusion y la mitad restante de la dosis se administré a las 8 = 2 horas después de la
reperfusion. Una dosis completa se administré diariamente durante el resto del periodo en la vida.

Figura 6: Mejora de la supervivencia y el peso corporal de ratones Alpl”~ mediante el
tratamiento de LVL-RecAP. A) LVL-RecAP16 sobrevivieron hasta el final del experimento. El promedio

de supervivencia fue de pl9, p22 y p42.5 para el vehiculo, LVL-RecAPl, y LVL-RecAPS,
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respectivamente. B) ratones Alpl”" tratados con vehiculo son més ligeros que sus compafieros de
camada WT; el tratamiento LVL-RecAP1 mejora el peso corporal cerca de WT en pl18. Los ratones
tratados con vehiculo no sobreviven mas tiempo y ratones tratados con LVL-RecAP8 siguen siendo
mas ligeros que sus compafieros de camada WT en p53. Mientras que los ratones tratados con LVL-
RecAP16 presentan un peso corporal no significativamente diferente de sus compafieros de camada
WT en p53.

Figura 7: El tratamiento de LVL-RecAP mejora el fenotipo esquelético de ratones
Alpl”". Las radiografias de la columna vertebral, la extremidad anterior, caja toracica, las
extremidades traseras y patas de ratones Akp2’" tratados con vehiculo, LVL-RecAP1, LVL-RecAPS,
LVL-RecAP16, y controles WT no tratados (aumento 5X). A) Los ratones Akp2”’  muestran una
osteomalacia severa (flechas) en vértebras, huesos largos y la caja toracica. Los centros de
osificacién secundarios no estan presentes en ratones Akp2”’~ (asterisco). El tratamiento con LVL-
RecAP1 ligeramente corrige este fenotipo (puntas de flecha) en comparacion con WT sin tratar en
pl8. B) E tratamiento con LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 corrige claramente el fenotipo 6seo en las
vértebras, huesos largos y la caja toracica. Especificamente las extremidades mas distales se
mejoran como el desarrollo de los centros de osificacion secundarios en la regiéon del metatarso
demuestra (puntas de flecha).

Figura 8: Mineralizacion mejorada en ratones Alpl”~ tratados con LVL-RecAP. A) El
andlisis histolégico de los fémures de Alpl”- tratado con vehiculo (p18), LVL-RecAP8 (p51), LVL-
RecAP16 p53, y ratones p53 WT sin tratar. La tincion de von Kossa reveld una mejor mineralizacion
0sea con dosis mayores de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16. Los centros secundarios de osificacion y la
region de hueso cortical muestran una mejora notable en la mineralizacion (negro) en comparacion
con los no tratados. Hay menos hueso trabecular en LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 en comparacion con
WT, pero el aumento de la mineralizacion en la regién trabecular, asi como mas osteoide, que se
espera se convierta en hueso trabecular. B/C) Analisis de BV/ITV y OV/BV para LVL-RecAP8 y LVL-
RecAP16 demostraron menos volumen de hueso y un mayor volumen osteoide que los controles de
la misma edad.

Figura 9: Mejora de los niveles de osteomalacia e PP, de plasma en ratones Alpl’-
tratados con LVL-RecAP. A) H andlisis histoldgico de los fémures de Alpl”~ tratado con vehiculo
(p18), LVL-RecAP8 (p51), LVL-RecAP16 p53, y ratones p53 WT sin tratar. La tinciéon con tricromico
de Goldner de las secciones de fémur muestran la osteomalacia grave en Alpl”", y la mejora de la
mineralizacién en la zona cortical y en la osificacion secundaria con dosis mayores de LVL-RecAP8 y
LVL-RecAP16. La presencia de areas ampliadas de osteoide, sugiere deposicion de hueso, pero adn
no mineralizado. B/C) Concentraciones de PP, en el plasma de ratones Akp2’ que recibieron LVL-

RecAP1, LVL-RecAP16, y WT. El tratamiento de LVL-RecAP1 conduce a una reduccion significativa de
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los niveles de PP; elevados en ratones Alpl”~ en p18. En el tratamiento de LVL-RecAP16 p53 dio lugar
a una correccién de los niveles de PP; de plasma comparables a los controles WT.

Figura 10: Ausencia de defectos craneofaciales en ratones Alpl”~ tratados con LVL-
RecAP. Las imagenes de isosuperficie pCT de WT (A, D), craneos de ratén Alpl”" (B, E) y LVL-
RecAP16 (C, F) tratados con vehiculo en p21 y p53, respectivamente. Ni los huesos frontales ni los
huesos parietales de ratones Alpl’" tratados fueron significativamente diferentes de aquellos de los
ratones WT. Los craneos adultos de ratones Alpl”" tratados con LVL-RecAP16 no parecen diferentes
de WT en términos de tamafio y forma.

Figura 11: Tratamiento de LVL-RecAP rescata parcialmente el fenotipo dentoalveolar
en ratones Alpl”". En comparacion con (A) radiografia y (D) analisis uCT de controles de tipo salvaje
en p25-26, mandibulas de ratén Alpl” no tratado (B, F) destacan el hueso alveolar (AB)
hipomineralizado y reducido, molares cortos (M1, M2 y M3) con la dentina fina (DE) y las cAmaras de
pulpa anchas, y la dentina defectuosa del incisivo (asterisco blanco) (INC). En comparacién con (E)
histologia de los tejidos periodontales de control, (G) ratones Alpl”~ no muestran cemento acelular
(AC), y el osteoide de hueso alveolar invade el espacio PDL, creando anquilosis Gsea-diente
(asterisco). (C, H) Ratones Alpl’” tratados con LVL-RecAP8 muestran una mejor apariencia
radioldgica de altura molar, el espesor de la dentina, y la mineralizacién 6sea, aunque los dientes
incisivos siguen siendo defectuosos. (I) Histolégicamente LVL-RecAP no restaura el cemento acelular
a la superficie de la raiz. En comparacién con los controles (J, L) en p53, (K, M) ratones Alpl”
tratados con LVL-RecAP16 muestran una reduccion de la mineralizacién 6sea alveolar alrededor de
los dientes molares. La forma molar y la mineralizacién aparecen relativamente normales en ratones
Alpl”" tratados, mientras que los dientes incisivos se encuentran seriamente afectados por el analogo
de la raiz (asterisco blanco). En comparacién con la histologia de (N) los molares de control WT, (P)
ratones Alpl” tratados con LVL-RecAP16 disponen de una mezcla de hueso mineralizado alveolar y
osteoide (asteriscos), y un espacio PDL reducido pero mantenido. La mala insercion periodontal se
evidencia por la falta de cemento, la desorganizacion PDL y el desprendimiento, y el crecimiento
hacia abajo del epitelio de unién. Se observaron pequefias regiones de uniéon de PDL (chevron) al
diente. En comparacidn con la organizacion fuerte y paralela de las fibras de colageno PDL en (O) los
tejidos de control, indicados por tincién picrosirius bajo luz polarizada, (Q) ratones Alpl”~ tratados
con LVL-RecAP16 disponen de una PDL menos organizada, aunque las regiones de organizacion y
unioén existe adyacente a la penetracion de las areas de union de raiz de diente (chevron blanco).

Figura 12: El tratamiento de RecAP atenla la produccion de citoquinas inducida por
LPS en las células epiteliales humanas del tibulo proximal (ciPTEC). CPTEC se pre-trata con recAP
(1-5-10 U/ml), seguido de incubacion con LPS (10 g/ml) durante 24 horas y posteriormente TNF-a,

la produccion de IL-6 e IL-8 se midid (A) en el nivel de gen en las células por gPCR (10 U/ml recAP)
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y (B) en el nivel de proteina en el sobrenadante por ELISA. (C) recAP (10 U/ml) se administro 2
horas precedentes a la exposiciéon de LPS, simultaneamente con LPS o 2 horas después de la
exposicion LPS, seguido de la medicion de TNF-a, contenido de proteina IL-6 e IL-8. (D) CIPTEC se
pre-trata con AP inactivo durante 2 horas, a falta de propiedades hidrolizantes, seguido de
incubacion de LPS (10 g/ml) durante 24 horas, después de TNF-a, se midié el contenido de proteina
IL-6 e IL-8. Las células de control se incubaron con medio de cultivo. Los datos se expresan como
media =+ SEM (n = 5), # p <0.05 en comparacion con el control, * p <0.05 en comparacion con LPS.

Figura 13: Los efectos de recAP no se limitan a la inflamacion inducida por LPS y son
especificos renales. CIPTEC se pre-trata con recAP (10 U/ml) durante 2 horas seguido de una
incubacion de 24 horas con (A) TNF-a (10 ng/ml) o (B) sobrenadante de células mononucleares de
sangre periférica estimuladas por LPS (PBMC, 1 ng/ml LPS), después de la produccién de IL-6 e IL-8
se midio en el nivel de proteina por ELISA. (C) PBMC se preincubaron durante 2 horas con recAP (10
U/ml), seguido por la exposicién de LPS (1 ng/ml) durante 24 horas. La produccién de IL-6 y TNF-a
se midio por ELISA. Las células de control se incubaron con medio de cultivo. Los datos se expresan
como media £+ SEM (n = 5), # p <0.05 en comparacion con el control, * p <0.05 en comparacion
con LPS.

Figura 14: B efecto de RecAP sobre la liberacién de ATP inducida por LPS in vitro.
CIPTEC se pre-trata con recAP (10 U/ml), seguido de incubacién con LPS (10 mg/ml o 100 mg/ml).
Después de 30 minutos, se recogié el sobrenadante para determinar la liberacién de ATP celular
mediante bioluminiscencia. Las células de control se incubaron con medio de cultivo. Los datos se
expresan como media + SEM (n = 5), # p <0.05 en comparacion con el control.

Figura 15: RecAP previene el deterioro inducido por LPS de la funcion renal in vivo.
La funcién renal se evalu6 mediante la medicién transcutanea de FITC-sinistrina ti». AKl se indujo
en ratas por LPS (0.3 mg/kg de peso corporal, t = 0), seguido de tratamiento con recAP (1000 U/kg
de peso corporal) en t = 2. Las mediciones Ty, se realizaron ent = 2 horasy t = 21.5 horas (A, B:
ejemplos de cinéticas de FITC-sinistrina obtenidas pana una rata en los dos respectivos puntos de
tiempo). Se recogié orina entret =5yt = 16 y se tomaron muestras de plasmaent=15yT=24
horas, lo que permite el célculo de (C) la excrecion de urea fraccionada y (D) aclaramiento de
creatinina con el valor de plasma promedio det = 1.5 y t = 24. Los datos se expresan como media
+ SEM (Placebo, LPS n = 6; LPS + RecAP n =5), # p <0.05 en comparacion con placebo.

Figura 16: RecAP previene el dafio renal durante KA inducida por LPS in vivo. (A)
Excrecion urinaria de KIM-1 y (B) excreciéon de NGAL, (C) los niveles de NGAL en plasma (T = 24), y
(D) contenido de proteina renal KIM-1 se determinaron por ELISA. (E) Secciones de parafina de
rifidn se tifieron con anti-KIM-1 para visualizar la expresion de la proteina KIM-1. Barras de escala:

400 pm (panel izquierdo), 200 pm (panel derecho). Los datos se expresan como media + SEM
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(Placebo, LPS n = 6; LPS + RecAP n = 5; parametros urinarios: Placebo n = 5), # p <0.05 en
comparacién con placebo.

Figura 17. No hubo efecto de RecAP sobre las citoquinas inducidas por LPS en el
sobrenadante. Bl sobrenadante de GIPTEC (Control) incubado con LPS (10 pg/ml) o incubado con
medio durante 24 horas se recolectd, se incubd con o sin recAP (10 U/ml) durante otras 24 horas
seguido por la medicion de TNF-a, IL 6 e IL-8 por ELISA. Los datos se expresan como media £ SEM,
# p <0.05 comparado con el control, * p <0.05 en comparacién con LPS.

Figura 18. Correlacion entre la actividad de las enzimas de RecAP en suero humano
a25°Cya3r°C.

Figura 19. Correlacion entre la actividad de las enzimas de LVL-RecAP en suero
humano a 25°C y a 37°C.

La figura 20 muestra la actividad/pg de proteina a 25°Cy 37°C para RecAP y LVL-
RecAP. Los valores representan la actividad A entre 25°Cy 37°C para una concentracion de proteina

determinada.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1
Estabilidad de LVL-RecAP en requlador de pH

Materiales:

Fosfatasas alcalinas recombinantes humanas:

1. SALPI-ALPP-CD (SEQ ID NO: 4) (DOM: 04-Ag-2008)
2. LVL-recAP (SEQ ID NO: 1) (DOM: 14-Oct-2011)
Métodos:

Dependencia de zinc:

Se determind el contenido de proteina y actividad enzimatica de ambos lotes de
fosfatasa alcalina recombinantes humana. Posteriormente las soluciones de proteinas 100 pg/ml
fueron preparados para cada condicién para determinar la dependencia de zinc para lotes de sALPI-
ALPP-CD y LVL-recAP como se indica en el cuadro 2.

Las muestras preparadas fueron almacenadas a temperatura ambiente y se

analizaron para la actividad de laenzimaa T=0, T =2 horas y T = 24 horas.
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CUADRO 2

Condiciones de lotes de fosfatasa alcalina recombinante sALPI-ALPP-CDy LVL-recAP

para determinar su estabilidad (actividad retenida) en presenciay ausencia de zinc v la

influencia de un agente gquelante (EDTA)

Condicién | Zn (uM) |BSA (%)| Mg (mM) | Manitol (%) | EDTA (mM)
1 0 0 1 1 0
2 0.01 0 1 1 0
3 10 0 1 1 0
4 100 0 1 1 0
5 1000 0 1 1 0
6 0 0 1 1 2
7 0 0 1 1 5
8 0 0 1 1 10
9 0 0 1 1 100
10 50 0.025 1 1 0

Las determinaciones de las actividades enzimaticas fueron de acuerdo con
procedimientos estandar, como se indica en SOP PCO001.
Las concentraciones de proteina se determinaron mediante mediciones OD,gg €(iecap

1.01 ml/mg/cm ODagp)

Resultados

CUADRO 3
Actividad de las fosfatasas alcalinas diferentes, en las condiciones que se especifican en
el cuadro 2
SALPI-ALPP-CD LVL-RecAP

Diluyente t=0 t=2 t=24 t=0 t=2 t=24

1 457 53.3 50 60.7 59.8 57.4

2 48.2 53.8 51.6 57.7 57.2 58.1

3 47.3 54.4 51.6 57.7 54.2 52.9

4 46.1 52 53.4 55.3 53.7 55.7

5 48.2 51.2 52.2 56.7 56.3 54.7

6 46.9 24.2 18.7 57.6 54.2* 37.7*

7 47 23.6 20.4 57.6 52.1* 38.9*

8 45 23.2 17.2 56.8 50.3* 35.8*

9 50.9 225 16.2 55.6 46.5* 31.2*

10 47.3 55.1 53.6 62.7 57.5 55.4
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Como se muestra claramente en el cuadro 3, LVL-RecAP es considerablemente mas
estable (es decir, muestra la actividad enzimética mas residual; denotada por valores con asteriscos)
en presencia de un agente quelante de metal (EDTA) que sALPI-ALPP CD, lo que implica una menor

dependencia de Zn** para su actividad.

EJEMPLO 2
Estabilidad de LVL-RecAP en reqgulador de pH

Materiales:

Fosfatasas alcalinas recombinantes humanas:

1. SALPI-ALPP-CD (DOM: 04-Ag-2008)
2. LVL-recAP (DOM: 14-Oct-2011)
Métodos

En un segundo experimento independiente, la estabilidad de sALPI-ALPP-CD y LVL-
RecAP fueron probados por varias condiciones como se indica en el cuadro 4.

Para ambos lotes AP recombinantes en este experimento 100 pg/ml de soluciones
de proteinas en regulador de pH de glicina 0.025 M pH 9.6, suero humano y plasma de citrato
humano se prepararon para cada condicién de amortiguamiento para determinar la estabilidad.

Todas las muestras preparadas AP recombinantes se incubaron a 37°C y se
analizaron para la actividad enzimaticaa T = 0, T= 0.5 hora, T= 1 hora, T= 2 horasy T = 24

horas.

CUADRO 4

Condiciones de lotes de fosfatasa alcalina recombinante sALPI-ALPP-CD v L VL-RecAP en

requlador de pH de glicina para determinar su estabilidad (actividad retenida) en

presencia/ausenciade zinc y la influencia de un quelante (EDTA o citrato)

. Manitol EDTA
Condicién Zn (UM) BSA % | Mg (mM) ?%)O (mM)
1 0 0 1 1 0
2 0 0 1 1 2
3 0 0 1 1 10
4 0 0 1 1 100
8 50 0.025 1 1 0
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Resultados

CUADRO 5

Actividad de las fosfatasas alcalinas diferentes, en las condiciones que se especifican en

el cuadro 4

Condicién | LVL-recAP SALPI-ALPP-CD

t=0 | t=0.5|t=1 | t=2 | t=24 | t=0 | t=0.5| t=1 | t=2 | t=240
55.1 | 57.7 | 549 | 55.2 | 55.8 63 52.5 53.8 | 53.8 | 55.2
59.5 | 52.5 52 | 51.6* | 37.7* | 56.5 48 51.6 | 36.3 | 23.3
50.9 | 53,5 | 51.6 | 49.2* | 35.2* | 3.3 | 44.7 43.7 | 329 | 189
493 | 439 |48.7 | 41.3* | 24.2* | 498 | 37.9 346 | 294 | 133
122 | 493 | 539 | 53.1 | 52.1 | 55.9 56 57.9 | 57.5 56

o|lr|wW|N| R

Las determinaciones de las actividades enzimaticas se realizaron segin SOP PC001.

Las concentraciones de proteina se determinaron mediante mediciones de OD280
(erecAP 1.01 ml/mg/cm DO280).

Como se muestra claramente en el cuadro 5 y en linea con los resultados en el
cuadro 3, LVL-recAP es considerablemente mas estable en presencia de un agente quelante de
metales (EDTA) que sALPI-ALPP-CD (como se indica por los valores marcados con asterisco), lo que

implica una menor dependencia de Zn** por su actividad.

EJEMPLO 3
Estabilidad al calor y cinética de PLP de LVL-RecAP

METODOS

Expresién de proteina

Los plasmidos de expresion que contienen sALPI-PLAP-CD y LVL-RecAP marcado con
epitope FLAG, secretado se construyeron como se describié anteriormente (Kozlenkov et al. J Biol
Chem 277, 22992-22999 (2002) y Kozlenkov et al. J. Bone Miner. Res. 19, 1862-1872 (2004)). Las
enzimas marcado con FLAG se transfectaron transitoriamente en células COS-1 por electroporacion,
entonces se cultivaron en medio DMEM durante 24 h, como se describié previamente (Narisawa et
al. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 293, G1068-1077 (2007)) cuando el medio fue
reemplazado con Opti-MEM libre de suero (Life Technologies). Las proteinas secretadas que

contienen Opti-MEM se recogi6é 60 horas después de la transfeccion, después se filtraron a través de
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un filtro de acetato de celulosa 2 pm y se dializ6 frente a TBS que contenia MgCl, 1 mM y 20 uM
ZnCl,.

Cinética de enzimas

Para medir las actividades cataliticas relativas de enzimas marcadas con FLAG, las
placas de microtitulacion se recubrieron con anticuerpo anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich) a 0.2-0.6 pg
ml™. Estas placas fueron incubadas con concentraciones de saturacién de LVL-RecAP o sALPI-PLAP
marcadas con FLAG durante 3 horas a temperatura ambiente, después de lo cual las placas se lava-
ron con PBS, que contenia 0.008% Tween-80 y actividades relativas de PLP se compararon para las
enzimas saturadas con M2.

La hidrdlisis del sustrato fisiolégico piridoxal-5'-fosfato (PLP) (Sigma-Aldrich) se midioé
a pH 7.4 en regulador de pH de ensayo estandar (regulador de pH 50 mM Tris-HCl, NaCl 100 mM,
MgCl, 1 mMy 20 pM Zndl,). La concentraciéon de fosfato liberado se determind usando P, ColorLock
Gold (Innova Biosciences) midiendo la absorbancia a 650 nm (Aeso). Las curvas de calibracion
construidas para aumentar las concentraciones de fosfato fueron lineales entre 0-50 uM y todos los
experimentos fueron diseflados para caer dentro de este intervalo de concentraciones de fosfato
hidrolizado. Las tasas de reacciones molares, expresadas como [P] s se calcularon para el intervalo
de concentraciones de sustrato indicado y se ajustaron a un modelo de sitio de unién a uno
(GraphPad Prism) frente a [sustrato] para calcular K, (gréaficos Lineweaver-Burk no se aplicaron,
debido a la falta de precisiébn de las conversiones reciprocas a muy bajas concentraciones de
sustrato).

Se utilizd una concentracion de sustrato para PLP de 400 uM. La concentracion de la
enzima soluble fue de aproximadamente 1 nM y los tiempos de incubacién varié desde 15 hasta 30
min, dependiendo de la eficiencia catalitica para cada enzima. Para garantizar las condiciones en
estado estacionario y corregir las sefiales no especificas de sustrato en el método P, ColorLock Oro,
una lectura anticipada (5 min) se rest6 de la lectura méas tarde, y AAsso Se midid en la
correspondiente curva estandar P, construida para cada experimento separado. Todos los
experimentos se llevaron a cabo de tres a cinco veces y las constantes derivadas se presentan como
media = SD.

Para medir la estabilidad al calor, las enzimas marcadas con FLAG se incubaron a
65°C en 1 M DEA (pH 9.8) que contenia MgCd, 1 mM y 20 uM Zndl,. Las muestras se retiraron a
diferentes puntos de tiempo y se colocaron en hielo, entonces se midid la actividad residual usando
pNPP usando el siguiente método: La actividad de las enzimas unidas se midié como la absorbancia
a 405 nm (A4s) como una funcion del tiempo a 25°C, usando pNPP (10 mM) como un sustrato, a pH
7.4 en regulador de pH Tris-HO 50, NaCl 100 mM, que contiene MgC, 1 mM y 20 mM Znd,. Las
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enzimas también se incubaron en este regulador de pH durante 10 min a temperaturas crecientes

(25-100°C) y la actividad residual se midi6é de la misma manera.

RESULTADOS

Produccién de enzimas marcadas con FLAG

Para comparar las propiedades cinéticas de LVL-RecAP con sALPI-PLAP, se afiadié
una secuencia marcada con FLAG a ambos ADNc, como se hizo anteriormente para estudiar
comparativamente PLAP y TNAP (Kozlenkov et al. J Biol Chem 277, 22992-22999 (2002) y
Kozlenkov et al. J. Bone Miner. Res. 19, 1862-1872 (2004)). Los ADNc se expresaron en células
COS-1 y sobrenadante de cultivo que contiene las enzimas secretadas se recuperaron. La expresion

y recuperacioén exitosa fueron confirmados por el analisis Western blot de anticuerpo anti-FLAG.

Parametros cinéticos con sustratos fisiolégicos

Las propiedades fosfohidrolasa de LVL-RecAP y sALPI-PLAP se investigaron para
sustratos fisiolégicos implicados en la inflamacion y convulsiones, especificamente el PLP vitamero de
vitamina Be. LVL-RecAP mostré Km inferior a SALPI-PLAP (30.1 uM vs 60.7 uM) a pH fisiol6gico (7.4),
lo que indica que LVL-RecAP mejorada tiene mayor afinidad por la PLP que sSALPI-PLAP a pH

fisiolégico.

Estabilidad de la enzima

El impacto de las mutaciones de aminoacidos en LVL-RecAP sobre la estabilidad
global de la enzima fue investigado por estudios de inactivacion de calor. Aunque sALPI-PLAP ya
tiene resistencia al calor altamente mejorada (50% de inactivacién a 77.8°C), LVL-RecAP era incluso

mas resistente a la inactivacién por calor (50% de inactivacién a 80.6°C).

EJEMPLO 4

Distribucién farmacocinética de LVL-RecAP en ratas

Parte A Radiomarcado con yodo-125

La proteina sALPI-PLAP-CD y la proteina LVL-RecAP se marcaron radiactivamente
con yodo-125 utilizando el procedimiento de cloramina-T como se describe por Greenwood et al.* E
principio de etiquetado se basa en la oxidacion "in situ" de yoduro a yodo atémico y su sustitucién
nucleofilica en anillos de fenol en la posicion orto del grupo hidroxilo de los residuos de tirosina.

La proteina sALPI-PLAP fue radioyodado usando la técnica de la cloramina-T para

obtener ~0.5 mCi/mg de actividad final especifica y ~1 mg/ml de concentracion final (NaCl 0.9%).
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*F.C Greenwood, V.M Hunter, H.G Glover, The preparation of 131llabelled growth
hormone of high specific radioactivity, Biochem. J.89 (1963) 114-123

A.1 Materiales

-SALPI-PLAP fosfatasa alcalina (496.7 U/mg) y LVL-recAP (624 U/mg) fue
proporcionada por AM-Pharma a 6.34 mg/ml de concentracion en 25% de glicerol p/v, Tris 5 mM,
MgCl, 2 mM, 50 uM ZnCl,, pH 8,0. La proteina sALPI-PLAP y la proteina LVL-RecAP se almacenaron a
4°C.

Radionucleido yodo-125 se adquiri6 de Perkin Elmer como yoduro de sodio en
hidréxido de sodio 10N (actividad especifica: 643,8 GBg/mg - pureza de radionucleido: 99.95%).
-Cloramina-T (N-cloro-p-toluenosulfonamida, MW 227.6 g/mol), &acido tricloroacético, metabisulfito
de sodio (MW 190.1 g/mol) y la tirosina se adquirieron de Sigma.

El regulador de pH Tris pH 5 mM 8 se preparé en el laboratorio Chelatec.

-NaCl al 0.9% fue proporcionado por Versol®.

A.2 Método

850 g de proteina, aproximadamente 600 uC de Nal125I, 50 pl de regulador de pH
Tris y 10 pl de cloramina-T (404.8 nmol, 50 equivalentes/proteina) se afiadieron sucesivamente en
un tubo eppendorf de 1.5 ml Lo-Bind. La reaccidon se dejo agitar durante 1 minuto a temperatura
ambiente. 2 pl del medio de radiomarcado se mezcld con solucién MBS al 5% vy la eficiencia de
radiomarcado se evalué por cromatografia en capa fina instantanea (ITLC) con 10% de TCA como
eluyente (fosfatasa alcalina en la parte inferior de la tira y 125-yodo libre se eluyé en la parte
superior de la tira).

Después de afiadir 30 pl de solucién de tirosina (10 mg/ml en agua) a la mezcla
cruda, la sALPI-PLAP yodada y LVL-recAP yodada se purificaron por filtracion en gel (G10, GE
Healthcare) se eluyé con NaCl 0.9%. Las fracciones de 0.2 ml de volumen se recogieron en tubos de
ensayo. La radioactividad en cada fracciéon se midié6 en un contador automatico gamma calibrado
para radionucleido yodo-125 (Wallace Wizard 2470-Perkin Elmer). Se combinaron las fracciones que
contenian el producto radioyodado deseado. La pureza radioquimica del compuesto radiomarcado se

verificd mediante ITLC.

A.3 Resultados y caracteristicas de la proteina SALPI-PLAP radiomarcada

La eficiencia de radiomarcado determinado por ITLC era mas del 85% para ambas
proteinas. Después de la purificacién G10, la radiopureza de la reaccién de marcado es mayor que el

97% para ambas proteinas.
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Las caracteristicas de la solucion de sALPI-PLAP radiomarcada después de la purifi-

cacién de G-10 se resumieron en el cuadro 6.

CUADRO 6

Caracteristicas de la solucién *?°1 -sALPI-PLAP después de la purificacién

125 _sALPI-PLAP 125 _LVL-RecAP

Eficiencia del marcado o 85.64%
(ITLC) 86.36%

Purificacién de G10

Concentracion (mg/ml)

1.149 1.145

Actividad espe_(:lflca 0.669 0.544
(mCi/mg)

Actividad voliimica (mCi/ml) 0.791 0.637

Radiopureza (%) 97.23 97.8

A.4 Actividad de fosfatasa alcalina

La actividad enzimatica de sALPI-PLAP radiomarcada se evalu6 a través de ELISA.

Materiales

- Kit de ensayo colorimétrico de fosfatasa alcalina (ab83369 referencia - Nimero de
lote: GR118166-3).

- Fosfatasa alcalina humana recombinante no marcada diluida en 0.25 mg/ml en
NaCl 0.9%

- Fosfatasa alcalina humana recombinante radiomarcada diluida en 0.25 mg/ml en
NaCl 0.9%

Protocolo

El kit Abcam utiliza fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) como un sustrato de fosfatasa
que se vuelve amarillo (Lamda max = 405 nm) cuando se desfosforilé por AP. E kit puede detectar
10-250 pU AP en muestras.

El ensayo colorimétrico de la fosfatasa alcalina se realiz6 en sALPI-PLAP no marcada
y radioyodada. El ensayo se realizé como se describe en el protocolo proporcionado por Abcam.

En pocas palabras, una curva estandar fue generada de 0 a 20 nmol/pozo de

estandar de pNPP (volumen final: 120 pl). Se afadieron 10 pl de soluciéon de enzima AP en cada
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pozo. En paralelo, la muestra de ensayo de sALPI-PLAP se diluyé 15000 y 8000 veces en regulador
de pH de ensayo. Se afiadieron 10 y 20 ul de cada dilucion y el volumen final se llevé hasta 80 pl
con regulador de pH de ensayo. Después, se afiadieron 50 pl de solucién pNPP a cada pozo que
contenia la muestra de ensayo.

Las reacciones estandar y de muestra se incubaron 60 min a 25°C en la oscuridad.
Todas las reacciones se detuvieron a continuacion con 20 pl de solucion de interrupcion. El O.D. a
405 nm se midié en un lector de microplacas.

La curva estandar de pNP se trazd. Las lecturas de las muestras se aplicaron a la
curva estandar para obtener la cantidad de pNP generada por la muestra de AP. La actividad de AP
de las muestras de ensayo se puede calcular:

actividad de sALPI-PLAP (U/ml) = A/VIT x factor de dilucién de la muestra de
prueba

A: cantidad de pPNP generada por las muestras (en pmol)

V: volumen de la muestra afiadida en el pozo de ensayo (en ml)

T: tiempo de reaccién en minutos

Actividad de sALPI-PLAP (U/mg) = actividad de sALPI-PLAP (U/ml)/concentraciéon de
SALPI-PLAP (mg/ml)

Resultados

El cuadro 7 resume los resultados.

CUADRO 7
Actividad enzimatica de sALPI-PLAP no marcaday *?°I- ALPI-PLAP

Actividad de sALPI-PLAP (U/mg)
Dilucién 1/15000 Dilucién 1/8000 Media
SALPI-PLAP 474.6 471.6 473.1
125 -sALPI-PLAP 482.6 475.3 479.0
LVL-RecAP 501.3 530.2 515.8
125_LVL-RecAP 539.2 588.5 563.8

La actividad enzimatica de sALPI-PLAP no marcada y radiomarcada es similar a
aproximadamente 475 U/mg. Por lo tanto, la actividad de sALPI-PLAP no se ve comprometida por la

radioyodacién usando cloramina-T como oxidante.
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Parte B: ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION DE LA PROTEINA '?5-sALPI-
PLAP EN RATAS SANAS

B.1 Materiales
Las caracteristicas de la cepa de rata usada en este estudio se presentan a

continuacion:

Especie: Ratas Sprague Dawley

Cepa: Crl CD® (SD) IGS BR

Fuente: Charles River Francia

NUmero y sexo: 15 machos

Intervalo del peso corporal/edad: Aproximadamente 250 g al comienzo del estudio

Periodo de aclimatacion: Cinco dias antes del tratamiento

Método de identificacion: Identificacion de la jaula con el grupo (tiempo de
sacrificio).

Manejo de los animales

Cria: Las ratas fueron alojadas en instalaciones de los animales antes del
tratamiento y en la sala de radiactividad después del tratamiento.

Alimentacién: Dieta de rata de libre disposicién. No hay periodo de ayuno antes del
tratamiento.

Agua: El agua del grifo fue entregada por botella de polipropileno ad
libitum.

Alojamiento:  Antes del tratamiento, los animales fueron alojados en grupos de
tres en jaulas de policarbonato en condiciones estandar, identificados por una tarjeta que indica el
namero de estudio, el nUmero de animales, el sexo, y las fechas de comienzo y el final del estudio.
Los animales designados para el equilibrio de excrecién fueron trasladados en jaulas de metabolismo

(uno por jaula) tras el tratamiento.

Ambiental: La temperatura se registré cada dia. La temperatura de la habitacién
era entre 22 y 24°C. H ciclo de luz artificial se controla mediante un temporizador automatico (10
horas de luz, 14 horas de oscuridad).

Personal: Los asociados involucrados fueron calificados y entrenados

apropiadamente.
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Seleccion: Los animales fueron examinados en la recepcion por el director del
estudio. Sblo se seleccionaron los animales sanos. Se presto especial atencion a cualquier signo de

reaccion inflamatoria en los animales (por ejemplo, abscesos; inflamacién de la piel, etc).

B.2 Solucién de dosis de 1251-sALPI-PLAP y 125I-LVL-RecAP

Las soluciones yodadas de sALPI-PLAP y LVL-RecAP se diluyeron a 0.25 mg/ml en

NaCl 0.9% justo antes de la administracion in vivo.

B.3 Disefio del estudio

El disefio del estudio se presenta en los cuadros 8 y 9.

CUADRO 8

Disefio del estudio para la distribuciéon de **°1-sALPI-PLAP in vivo

NUmero de Tiempo de Tiempo de Biodistribucion
Grupo . muestreo de L
animales sacrificio
sangre
Al 3 machos 2mn, 10 mn 30 mn Sangre y érganos
A2 3 machos 5 mn, 45 mn 2h Sangre y érganos
A3 3 machos 15 mn, 4h 6h Sangre y érganos
A4 3 machos 1h,3h,18h 24h Sangre y érganos
A5* 3 machos NA 48h Sangre y érganos

* alojados individualmente en jaulas de metabolismo con la recoleccion de orina y heces a las 24 h

y48h
CUADRO 9
Disefio para el estudio para la distribucién de *2°-LVL-RecAP in vivo
Grubo Ndmero de Tiempo de muestreo Tiempo de Biodistribucion
P animales de sangre sacrificio
Bl 3 machos 2 mn, 10 mn 30 mn Sangre y érganos
B2 3 machos 5 mn, 45 mn 2h Sangre y érganos
B3 3 machos 15 mn, 4h 6h Sangre y érganos
B4 3 machos 1h,3h,18h 24h Sangre y érganos
B5* 3 machos NA 48h Sangre y érganos
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B.4 Administracién

En el momento del experimento, el peso medio de las ratas Sprague Dawley era
aproximadamente 240 g. Ratas sin anestesiar se inyectaron por via intravenosa en la vena lateral de
la cola (izquierda) en un nivel de dosis de 400 ug/kg que corresponde a una cantidad de 96 pg de
proteina por rata y una actividad de aproximadamente 58 uC por rata. El volumen de inyeccién fue
de aproximadamente 380 pl. Los volumenes de dosis individuales se calcularon utilizando el peso
corporal individual de cada rata en el dia del tratamiento. Las ratas se colocaron en un dispositivo de
contencién. Con el fin de dilatar los vasos sanguineos de la cola, la cola se sumergié en agua
caliente (45°C) y luego se desinfectd con alcohol. La solucién de dosificacion se inyectd lentamente
en la vena de la cola. Con el fin de calcular la dosis real recibida por cada rata, las jeringas se
pesaron antes y después del tratamiento y una alicuota de solucién de dosificacion se conté en un

contador gamma.

B.5 Distribucién en varios érganos

En el momento del sacrificio, los animales se anestesiaron por inyeccion
intraperitoneal de 2.5 ml/kg de peso corporal de una mezcla de clorhidrato de ketamina (50 mg/ml)
y clorhidrato de xilazina (20 mg/ml) en PBS. Las ratas se sacrificaron entonces rapidamente por
exanguinacién mediante puncion intracardiaca. Los 6rganos de interés se cosecharon seguido del
corte en trozos de Organos con peso superior a 2 g como el higado, el estdmago, el intestino
delgado y el colon. Cada pieza se enjuaga después con suero fisioldégico antes de limpiarse con papel
suave, se pesaron y se contaron separadamente. Los érganos seleccionados fueron el higado,
riflones, corazén, pulmones, bazo, misculo esquelético, fémur, cerebro, tiroides, estbmago, intestino
delgado con contenido, colon con contenido, piel y grasa perirrenal.

El recuento de la radiactividad del tejido se realiz6 en un contador gamma
automatico (Wallace Asistente 2470 - Perkin Elmer) calibrado para radionucleido yodo-125
(eficiencia: 74% - tiempo de conteo: 10 segundos).

La concentracién de radiactividad en los érganos/tejidos se expresa como porcentaje
de la dosis inyectada por gramo de tejido (% 1D/g). Bl analisis de datos incluye el porcentaje de la
dosis inyectada (% ID) y la cantidad equivalente de proteina por érgano o tejido. Para érganos bien
definidos, estos se calcularon utilizando la radiactividad contada en un érgano entero. Para la
sangre, esto se aproximé suponiendo que los conteos de sangre representa el 6.4% del peso
corporal total.

Ademas, la relacion entre la radioactividad retenida en los tejidos y se calculd la
radiactividad en sangre (relacion o6rgano/sangre). Finalmente, la relacion entre la relacion

organo/sangre de sALPI-PLAP y la relacion 6rgano/sangre de LVL-RecAP se calcul6 (figura 2).
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B.6 Distribucién en la sangre y suero de rata

La sangre y el nivel radiactivo en suero
En el

momento del sacrificio, las muestras de sangre se obtuvieron de
exanguinacién mediante puncion intracardiaca en la rata anestesiada por inyeccion intraperitoneal de
una mezcla de clorhidrato de ketamina y clorhidrato de xilazina en PBS.

En los otros puntos de tiempo indicados en el disefio del estudio (cuadros 8 y 9), la
sangre se extrajo de la vena de la cola lateral (derecha) usando una aguja de mariposa de calibre 23
sin anestesia.

Cada muestra de sangre se recogid en tubos previamente pesados Microvette con
activador de coagulacion (Sarstedt). Los tubos se pesaron y se midié la radiactividad en el contador
gamma.

Las muestras de sangre se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y,
a continuacién, se centrifugaron durante 5 minutos a 10 000 g para preparar el suero. E suero se
recogio en tubos previamente pesados y se contd en el contador gamma.

La concentracién de radiactividad en la sangre y el suero se expres6 como
porcentaje de la dosis inyectada y la cantidad equivalente de sALPI-PLAP por ml.

El andlisis de datos incluye el porcentaje de la inyeccion calculado para la sangre
entera y suero.

Los cuadros 10 y 11 muestran la relacién de radiactividad medida en los diferentes
organos en relacion con la radiactividad de suero sanguineo de sALPI-PLAP y LVL-RecAP
respectivamente. La figura 2 muestra la relacién de la relacion de érgano/sangre LVL-RecAP a la
relacion 6rgano/sangre sALPI-PLAP. Una relacion de 2, por ejemplo, indica que LVL-RecAP esta
dirigida dos veces para el 6rgano indicado como sALPI-PLAP. Las relaciones mayores indican ademés
que relativamente mas actividad de LVL-RecAP se encuentra en un 6rgano en particular cuando se

utiliza la misma dosis.

CUADRO 10

Relacién de 6rgano/sangre para SALPI-PLAP

ORGANOS 0.5H 2H 6H 24H 48H

Tiroides/ 0.1624 +0.0157 4.6771+0.4433 31.745+5.175 208.16+23.74 733.85+79.16
Traquea

Piel 0.0307+0.0035 0.2842+0.0134 0.4661+0.1617 0.9448+0.2565 1.0787+0.3686
Rifiones 0.2076+0.0011 0.3438+0.0310 0.3535+0.0219 0.3250+0.0467 0.4299+0.0219
Estémago 0.0446+0.0016 1.0699+0.1665 3.0622+0.6977 1.4478+0.1200 3.5819+0.9018
Bazo 0.5388+0.0796 0.4133+0.0322 0.2880+0.0283 0.2256+0.0270 0.2273+0.0254
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Higado 5.2403£0.1943 1.9917+£0.0347 0.4811+0.0877 0.3219+0.0325 0.4676+0.0295
Corazén 0.1824+0.0136 | 0.2259+0.0198 | 0.2605+0.0217 | 0.2791+0.0387 | 0.2809+0.0165
Pulmones 0.1777+0.0119 | 0.2767+0.0318 | 0.3397+0.0730 | 0.3833+0.0091 | 0.3937+0.0251
Musculo 0.0334+0.0033 0.0978+0.0193 0.0842+0.0178 0.0876+0.0038 0.0947+0.0150
esquelético
Grasa 0.0095+0.0023 | 0.0261+0.0070 | 0.0509+0.0111 | 0.0615+0.0065 | 0.0874+0.0153
Cerebro 0.0160+0.0031 | 0.0257+0.0011 | 0.0213+0.0011 | 0.0253+0.0025 | 0.0408+0.0063
Fémur 0.1886+0.0217 | 0.1991+0.0131 | 0.1901+0.0155 | 0.1602+0.0119 | 0.1612+0.0132
Intestino 0.1882+0.0247 0.8440£0.1896 1.1055+£0.0827 1.0729+0.1268 0.6329+0.1044
delgado
Colon 0.0227+0.0028 0.0777x0.0077 0.4150+0.0489 0.3473+0.0596 0.3991+0.0964
CUADRO 11

Relacién de 6rgano/sangre para LVL-RecAP
ORGANOS 0.5H 2H 6H 24H 48H
Tiroides/ 0.5934+0.0892 7.3638+1.5049 52.934+13.475 462.83+34.395 1075.2+118.65
Traguea
Piel 0.0942+0.0012 0.4110+0.0485 0.6843+0.0810 1.2130+0.1243 1.9213+£0.8965
Rifiones 0.5793+0.0187 0.6425+0.0555 0.6428+0.0098 0.8238+0.0826 1.2481+0.1089
Estémago 0.2262+0.1021 | 1.5983+0.3099 | 6.2917+3.5698 | 3.0042+1.2012 | 0.9930+0.3279
Bazo 2.2771+£0.1172 1.0977+£0.1190 0.5831+0.0292 0.3673%£0.0796 0.3623+0.0429
Higado 7.6513+0.9295 | 3.8409+0.0277 | 0.6131+0.0900 | 0.5869+0.0967 | 0.7940+0.0133
Corazén 0.2030+0.0105 | 0.2762+0.0096 | 0.2780+0.0316 | 0.2630+0.0138 | 0.3144+0.0023
Pulmones 0.3007+0.0201 0.3740%0.0446 0.4332+0.0111 0.3966%0.0235 0.4515+0.0220
Mdusculo 0.0462+0.0072 | 0.0997+0.0142 | 0.1036+0.0251 | 0.0784+0.0113 | 0.0953+0.0080
Esquelético
Grasa 0.0298+0.0078 | 0.0380+0.0063 | 0.0495+0.0034 | 0.0781+0.0155 | 0.0970+0.0245
Cerebro 0.0261+0.0052 | 0.0389+0.0085 | 0.0253+0.0028 | 0.0288+0.0016 | 0.0646+0.0100
Fémur 0.3764+0.0102 | 0.2973+0.0098 | 0.2460+0.0149 | 0.1804+0.0325 | 0.1746+0.0370
Intestino 0.1573+0.0049 0.5625+0.0393 1.0308+0.1134 0.9402+0.0935 0.6612+0.1003
Delgado
Colon 0.0361+0.0047 | 0.1049+0.0271 | 0.3658+0.0693 | 0.5353+0.1967 | 0.4787+0.0712

EJEMPLO 5

Modelo de ratén Akp2'  de hipofosfatasia infantil

El modelo de ratén Akp2’~ de hipofosfatasia infantil se conoce en la técnica (J Dent
Res 90 (4): 470-476, 2011). En resumen, los ratones Akp2”’" fueron creados por la insercién del

cartucho Neo en el exdn 6 del gen TNALP de raton (Akp2) a través de la recombinacién homdloga
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para inactivar funcionalmente el gen Akp2, lo que resulta en ARNm de TNALP no detectable o
proteina.

El uso de animales y los procedimientos de recoleccion de tejido siguieron los
protocolos aprobados por el

Comité de Sanford-Burnham Medical Research Institute de Etica Animal.

Los animales fueron tratados con vehiculo (N = 10), 1 mg de LVL-RecAP/kg/dia (N
= 10); 8 mg de LVL-RecAP/kg/dia (N = 8) 0 16 mg de LVL-RecAP/kg/dia (N = 10).

La supervivencia se midid y se evalud el desarrollo del esqueleto. Se evalud la
mineralizacion de los rifiones. Plasma PPi, plasma piridoxal, calcio plasmatico y niveles de fosfato se
midieron, el fémur y/o longitud de la tibia para los diferentes grupos de tratamiento se midieron. Los

datos MicroCT se recolectaron para el andlisis de hiperosteodosis residual en cada dosis.

Resultados

- La supervivencia a largo plazo mejorada para los animales tratados en 16
mg/kg/dia (figura 3).

- Hubo rescate (incompleto) del defecto esquelético en los huesos largos,
incluso a la dosis mas alta (datos no mostrados)

- Hubo algo de rescate en el fenotipo dental (datos no mostrados).

- No parece haber rescate de craneosinostosis (datos no mostrados;
pendiente de confirmacion)

- El trabajo de los rifiones estd todavia en curso. No habia indicacion de
mineral en los rifiones de los ratones no tratados y menos mineral en los rifiones de los ratones

tratados (datos no mostrados).

EJEMPLO 6

Isquemia-reperfusién en un modelo de riidn de cerdo

MATERIALES Y METODOS

Vehiculo, Control e Informacion del articulo de prueba

Preparacion del articulo de control y prueba

El articulo de control fresco, solucién diluyente de LVL-RecAP (placebo), se prepar6
para su uso en el estudio antes de cada administracién de la dosis y se almacend refrigerada entre 2

y 8°C cuando no esté en uso.
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El articulo de prueba, LVL-RecAP, se utilizo tal como se recibid. No se hizo el ajuste
para la pureza en la preparacion de las formulaciones de articulos de prueba. Las formulaciones del
articulo de prueba se prepararon mezclando con el volumen apropiado de solucion salina estéril para
lograr concentraciones nominales de 0, 0.96, o 4.8 mg/ml. Las formulaciones se prepararon antes
de cada administracién de dosis bajo una campana de flujo laminar utilizando un equipo estéril y
técnicas asépticas. Las formulaciones se dispensan en el nimero apropiado de botellas de suero de
vidrio ambar, se mantuvieron en hielo antes de su uso y se utilizaron para la dosificacién en 2 horas
de la preparacion. En ocasiones, las preparaciones adicionales se hicieron segin sea necesario

durante el curso del estudio.

Andlisis de las formulaciones de dosificacion

Muestras por duplicado de 0.5 ml de la formulacién de dosificacién final se
recolectan antes de la dosificacion en cada dia de la preparacién en el dia 0 (grupos 3a 7) y el dia 7
(grupo 7). Se recogieron muestras de las capas medias y se almacenaron congeladas (entre -50 y -

90°C) para su posible andlisis futuro.

Informacién del sistema de prueba

Adquisicion de los animales y aclimatacion

Cerdos mestizos Yorkshire domésticos sin tratamiento previo experimentalmente
machos (cerdos de granja) (aproximadamente 8 a 10 semanas de edad, en la recepcion) se
recibieron de Midwest Research porcina, Gibbon, Minnesota. Durante el periodo de aclimatacion de
10 a 28 dias, los animales se observaron diariamente con respecto a la salud general y cualquier
signo de enfermedad. Ovulos y evaluaciones de parésitos en muestras de heces se realizaron, y

todos los resultados fueron negativos para los animales colocados en el estudio.

Aleatorizacion, asignacién al estudio, y mantenimiento

El uso de procedimientos de asignacion al azar simples separados, los animales (con
un peso de 12.5 a 25.0 kg al azar) fueron asignados a los grupos de control y tratamiento

identificadas en el cuadro 12 siguiente.
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CUADRO 12

Asignaciones del grupo

Numero de NUmero de animales macho®
grupo Nivel de dosis Inicial Evaluado
1 Control 7 6
2 Simulado® 7 6
5 0.32 mg/kg 7 6
6 1.6 mg/kg 7 7
7 0.32 mg/kg/dia® 7 7

%En el dia 0, los animales fueron sometidos a un procedimiento quirtirgico en el que se retird
el rifdn izquierdo o derecho y la arteria renal contralateral se ocluyd durante 45 minutos.
Después de la oclusion, el recipiente se dejo reperfundir. Siete animales se sometieron a
cirugia en cada grupo con la intencion de lograr seis animales en estudio.
® os animales simulados se sometieron al procedimiento quir(irgico en el que se retir6 el
rifién izquierdo. Sin embargo, la oclusion y reperfusion renal no se llevaron a cabo.

°En el dia 0, la mitad de la dosis se administr6é antes de la reperfusion y la mitad restante de
la dosis se administr6 en 8 + 2 horas después de la reperfusion. Una dosis completa se
administré diariamente durante el resto del periodo en la vida.

Los animales seleccionados para el estudio fueron tan uniformes en la edad y el
peso como fue posible. Un veterinario evaluo la salud de los animales antes de la colocacion en el
estudio. Los animales adicionales obtenidos para el estudio, pero no colocados en el estudio, fueron
trasladados a la colonia de reserva.

A cada animal se le asigna un nimero de animales utilizado en el sistema de
recoleccion de datos Provantis™ y se implanté con un microchip que lleva un numero de
identificacion Unico. Cada animal también fue identificado por una etiqueta de vendedor en la oreja.
El nimero individual de los animales, el nUmero de implantes, nimero de etiqueta auricular, y el
namero de estudio comprendié una identificacion Unica para cada animal. Cada jaula se identificd
por el nimero de animales, el nUmero de estudio, nimero de grupo, y el sexo.

Los animales fueron alojados individualmente en corridas con suelo elevado o jaulas
de acero inoxidable moviles con suelo recubierto de plastico. Este tipo de alojamiento proporciona
un espacio adecuado para el ejercicio de estos animales. El enriquecimiento animal se proporciona
de acuerdo con MPlI Research SOP. Se proporciond la iluminacion fluorescente durante
aproximadamente 12 horas por dia. E ciclo de oscuridad fue interrumpido de manera intermitente
debido al estudio de las actividades relacionadas. La temperatura y humedad se controlaron

continuamente, registraron, y se mantuvieron en la mayor medida posible dentro de los intervalo del
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protocolos designados de 16.1 a 27.2°C y 30 a 70%, respectivamente. Los resultados reales de
temperatura y humedad no son reportados, pero se mantienen en el archivo de estudio.

La dieta (Certified Lab Diet # 5K99, PMI Nutrition International, Inc.) se ofrece a
través de la alimentacion limitada, excepto durante periodos designados. El enriquecimiento de los

alimentos, incluyendo los bits de fibra o tabletas, se ofrece como sea necesario.

Procedimientos quirdrgicos

Medicamentos relacionados con el procedimiento

El siguiente cuadro 13 presenta los medicamentos relacionados con el procedimiento

y los niveles de dosis utilizados durante el curso del estudio.

CUADRO 13

Medicaciones relacionadas con el procedimiento v niveles de dosis

Intervalo, nivel de dosis y ruta

Medicacion Cirugia (Dia 0) Poscirugia diaria

Maleato de acepromazina 0.1 mg/kg IM -

Sulfato de atropina 0.05 mg/kg IM -

Telazol 5 a 8 mg/kg IM -

Isoflurano Para realizar por -
inhalacion

Buprenorfina

Ketoprofeno
Cefazolin
Ceftiofur

Solucion de Ringer lactada
(LRS)

Marcaina

0.9% NacCl

0.02 mg/kg IM TID

3 mg/kg IM
25 mg/kg IV
2.2 mg/kg IM

10 a 15 ml/kg/hr IV
2 mg/kg INF

Segun se necesite para
irrigacion

0.02 mg/kg IM TID
x 3 dias
3 mg/kg IM SID x 3 dias

2.2 mg/kg IM SID x 3
dias

IV — Intravenosa
IM — Intramuscular

INF — Infusionado en
incision
SID — Una vez al dia

TID — dos veces al dia
(cada 6 a 9 horas)

Los procedimientos pre y postoperatorios se realizaron de acuerdo con MP| Research
SOP. Los animales se mantuvieron en ayunas durante al menos 8 horas antes de la cirugia y la

anestesia fue inducida y mantenida como se indica en el cuadro 13. La temperatura corporal se
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mantuvo a 37 + 3°C. Antes de la cirugia, se realizan los ultrasonidos para determinar si los quistes
renales estaban presentes. Si no se observaron quistes, el rifién izquierdo se elimind y el rifion
derecho se traté como se describe a continuacién. Si los quistes estaban presentes en un rifion,
esos rifiones se eliminaron y el rifidn contralateral se sometié al procedimiento de oclusion. Si los
quistes estaban presentes en ambos rifiones, el animal se elimind del estudio sin someterse al

procedimiento quirdrgico.

Procedimiento quirdrgico

La lesién renal por isquemia/reperfusién se indujo usando el procedimiento
publicado por Lee et al (J. Vet. Med. Sci 72(1): 127-130). Una vez anestesiados, los animales se
colocaron en decubito dorsal y los sitios quirdrgicos se prepararon con toallitas alternantes de
exfoliante de clorhexidina y solucidon. Una laparotomia media se realizé para exponer ambos rifiones.
Con base en los resultados del ultrasonido, se extirp6 el rifidén izquierdo o derecho.

Para animales del grupo 2 (simulado), las compresas de laparatomia insertadas
después se retiraron y contabilizaron y el abdomen se lavo con cloruro de sodio caliente. E
abdomen se cerr6 de una manera rutinaria y la piel se cerr6 con grapas para la piel y el pegamento
de tejido. Los animales se dejaron recuperar entonces.

Para todos los otros animales, después de la extirpacién del rifién designado, los
vasos renales restantes fueron aislados y retraidos usando bucles de los vasos. Los bucles de los
vasos se utilizaron para ocluir los vasos durante 45 (+ 1) minutos, después de lo cual se dej6
repefundir los vasos. Una dosis de bolo intravenoso del articulo de control o de ensayo se administro
en un volumen de dosis de 0.333 ml/kg (una dosis media de 0.167 ml/kg se administré a los
animales del grupo 7) justo antes de la reperfusion. Para todos los grupos 1, 5 y 6 animales
(control, 0.32, y 1.6 mg/kg), las compresas de laparatomia implantadas se retiraron a continuacion y
contabilizaron, el abdomen se lavé y se cerré6 como se describid anteriormente, y los animales se
dejaron recuperar. Para todos los animales del grupo 7 (0.32 mg/kg/dia), se realiz6 una incisidon en
la ingle y se aisl6 la vena femoral izquierda o derecha. Un catéter se avanzé en el vaso y el catéter
se implant6 debajo de la piel y exteriorizo a través de una incision hecha en el térax. Un puerto se
adjunté y anclé al musculo con una sutura no absorbible. Las compresas de laparatomia
implantadas se retiraron a continuacion y contabilizaron, el abdomen se lavé y se cerr6 como se

describi6 anteriormente, y los animales se dejaron recuperar.
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Administracién del articulo de prueba o control

En el dia 0, el articulo de control o de ensayo se administré por via intravenosa a
todos los animales de los grupos 1, 5, y 6 justo antes de la reperfusidon en una dosis completa de 0,
0.32, y 1.6 mg/kg, respectivamente. Todas las dosis se administraron a un volumen de dosis de
0.333 ml’lkg. También en el dia 0, el articulo de ensayo se administro por via intravenosa a todos los
animales del grupo 7 en un nivel de dosis combinada de 0.32 mg/kg en dos medias dosis separadas
de 0.16 mg/kg en un volumen de dosis de 0.167 ml/kg. La primera dosis se administré justo antes
de la reperfusion y la segunda dosis se administré a aproximadamente 8 (+ 2) horas después de la
reperfusién. Las dosis completas de 0.32 mg/kg/dia (0.333 ml/kg) se administraron a todos los
animales del grupos 7 en los dias 1 a 7 aproximadamente a la misma hora del dia como la dosis

inicial del dia O (= 2 horas).

Estadistica
El cuadro 14 siguiente define el conjunto de comparaciones utilizadas en los analisis

estadisticos descritos en esta seccion.

CUADRO 14

Cuadro de comparaciones estadisticas

Grupo de referencia Grupos de comparacion
1 2,5,6,7
2 5,6,7
5 7

Los datos en bruto se tabularon dentro de cada intervalo de tiempo, y la media y la
desviacion estadndar se calcularon para cada punto final y grupo. Para las concentraciones de
creatinina sérica, los grupos de tratamiento se compararon con los grupos de referencia utilizando el

analisis de medidas repetidas de covarianza (RMANCOVA).

Analisis de medidas repetidas de covarianza (RMANCOVA)

Para los puntos finales medidos en tres o mas intervalos de tiempo después de la
prueba, se realiz6 un andlisis de medidas repetidas (modelo mixto). Para cada punto final, el

modelo probado de los efectos del tratamiento, el tiempo, y la interacciéon de tratamiento y tiempo.
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Los datos antes de la prueba (Gltima medicion antes de la dosificaciéon) se incluyeron en el modelo
como una covariable.

Si no hay un tratamiento significativo (p> 0.05) por interaccidn en tiempo, se evaluo
el efecto de tratamiento principal. Si el efecto del tratamiento no fue significativo (p> 0.05), los
resultados se consideraron no significativo y no se realizaron mas andlisis en la variable. Si el efecto
del tratamiento fue significativo (p <0.05), contrastes lineales se construyeron para la comparacion
por pares de cada grupo de tratamiento con el grupo de referencia. Si la interaccidn fue significativa
(p <0.05), cada grupo de tratamiento se compar6 con el grupo de referencia apropiado a través del
simple efecto de "tratamiento" para cada punto de tiempo. Estas comparaciones por pares de
simple efecto se obtuvieron de la interaccidn "tratamiento por tiempo".

Los resultados de todas las comparaciones por pares son reportados en los niveles

de significancia 0.05 y 0.01. Todas las pruebas fueron pruebas de dos colas.

Resultados

Suero de creatinina

Como se muestra en la figura 4, hubo elevaciones de creatinina en todos los
intervalos de media a moderada, con relacion a los valores pre-prueba. La creatinina tendié a
aumentar al méximo a las 24 horas post-reperfusion, y luego disminuir gradualmente en intervalos
posteriores. Los cambios en la creatinina fueron consistentes con la reduccién de la filtracion
glomerular secundaria a la lesion renal relacionada con el procedimiento (datos no mostrados). En
la mayoria de los grupos de tratamiento, y en la mayoria de los intervalos, la administracion del
articulo de prueba tiende a atenuar las elevaciones relacionadas con el procedimiento en la
creatinina, que muestra el efecto protector de LVL-recAP.

Como se ilustra en la figura 5 hubo elevaciones dependientes de la dosis en la
actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en todos los grupos de tratamiento que recibieron el articulo
de prueba a las 24 horas post-reperfusion, en relacion a los valores anteriores a la prueba. La
actividad de ALP disminuyé gradualmente en los grupos de tratamiento que recibieron = 1.6 mg/kg,

pero continué aumentando progresivamente en los animales que recibieron 0.32 mg/kg/dia.
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EJEMPLO 7

Pruebas de sequridad en humanos

Materiales y métodos

Objetivos:
Para evaluar la seguridad y tolerabilidad de dosis Unicas y multiples de la fosfatasa

alcalina recombinante mejorada (LVL-recAP) administrada por infusion intravenosa (i.v.) en sujetos
sanos.
Para determinar la farmacocinética (PK) de LVL-recAP después de la infusién i.v. de

dosis Unicas y multiples de LVL-recAP en sujetos sanos.

Disefio y Tratamientos

Este es un estudio de 2 partes de un solo centro en un nimero previsto de 50
sujetos sanos. La parte A sera un estudio aleatorizado, doble ciego, con placebo controlado, de dosis
Unica ascendente (SAD) en un maximo de 4 grupos secuenciales de 8 sujetos masculinos y
femeninos sanos cada uno (6 en LVL-recAP y 2 en el grupo placebo). Se hara un intento de incluir en
cada grupo de tratamiento un igual nimero de sujetos masculinos y femeninos, con un minimo de 2
y un maximo de 4 hembras por grupo. Una sola dosis de LVL-recAP o placebo se administré por
infusion i.v. durante 1 hora. La parte B serd un estudio aleatorizado, doble ciego, de dosis mdltiple
ascendente, con placebo controlado (MAD) en un maximo de 2 grupos de 9 sujetos masculinos y
femeninos sanos cada uno (6 en LVL-recAP y 3 en el grupo placebo). Se hara un intento de incluir en
cada grupo de tratamiento un igual nimero de sujetos masculinos y femeninos, con un minimo de 2
y un maximo de 4 hembras por grupo. Los sujetos recibiran una infusién i.v. de 1 hora de LVL-recAP

o placebo en los dias 1, 3 y 5. Se administraran los siguientes tratamientos:

Parte A

Grupo 1: infusion de 1 hora 200 U/kg LVL-recAP
Grupo 2: infusion de 1 hora 500 U/kg LVL-recAP
Grupo 3: infusion de 1 hora 1000 U/kg LVL-recAP
Grupo 4: infusién de 1 hora 2000 U/kg LVL-recAP

Parte B
Grupo 5: infusiones de 1 hora 500 U/kg LVL-recAP en los dias 1,2y 3
Grupo 6: infusiones de 1 hora 1000 U/kg LVL-recAP enlos dias 1,2y 3
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Después de la terminacién del dia 9 del grupo 1 y el dia 4 del grupo 2 de la parte A,
se realizara una evaluacion intermedia PK.

En funcion de los resultados, los programas de muestreo de infusion y PK se pueden
ajustar para los grupos SAD y MAD restantes.

En este primer estudio en seres humanos, los sujetos que participan en la dosis mas
baja en la parte A (grupo 1) se dosificaran de acuerdo con un disefio centinela de dosificacién para
garantizar el minimo riesgo. Esto significa que, inicialmente, 2 sujetos seran dosificados. Uno de
estos sujetos recibird la medicacion activa LVL-recAP y el otro sujeto recibira placebo. Si los
resultados de seguridad y tolerabilidad de las primeras 24 horas después de la dosificacion de los
sujetos iniciales son aceptables para el Principal Investigador, los otros 6 sujetos del nivel de dosis

méas bajo se dosificara de una manera aleatorizado con placebo controlado (5 activos, 1 placebo).

Periodo de observaciéon

Parte A: desde el dia -1 hasta 48 horas (dia 3) después de la administracion del
farmaco. Las visitas cortas ambulantes al centro de investigacion clinica en los dias 4, 6, 9y 15
Parte B: desde el dia -1 hasta 48 horas (dia 7) después de la tltima administracién del farmaco. Las
visitas cortas ambulantes al centro de investigacion clinica en los dias 8, 10, 13y 19
Los sujetos seran seleccionados para elegibilidad a las 3 semanas anteriores a la administracion del
farmaco (primera) de cada grupo del estudio.

Los examenes de seguimiento se llevaran a cabo en el dia 15 (parte A) y el dia 19

(parte B).

Sujetos
Parte A: 32 sujetos masculinos y femeninos sanos

Parte B: 18 sujetos masculinos y femeninos sanos

Principales criterios para la inclusién

Género: masculino o femenino
Edad: 18-55 afos, inclusive

indice de masa corporal (BMI): 18.0-30.0 kg/m2, inclusive

Farmaco de estudio

Farmaco activo
Substancia activa: LVL-recAP, una forma recombinante mejorada de la fosfatasa

alcalina endégena humana (AP)
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Actividad: una enzima hidrolasa responsable de la desfosforilacién de mono-ésteres
de acido fosfoérico

Indicacion: Lesion renal aguda

Fuerza: 600, 1500, 3000 y 6000 U/ml

Forma de dosificacion: infusion i.v.

Fabricante: pharmacy of PARA

Placebo

Sustancia: Citrato 20 mM, sorbitol 250 mM, 2 mM MgCI2, 50 uM ZnClI2, pH 7.0
Actividad: ninguna

Indicacion: no aplicable

Fuerza: no aplicable

Forma de dosificacion: infusion i.v.

Fabricante: Nova Laboratories Ltd, Gloucester Crescent, Wigston, Leicester, LE18 4il,

Reino Unido

Criterios para la evaluacién

Seguridad: eventos adversos (AE), signos vitales (incluyendo sistélica en posicion
supina y presion arterial diastélica, pulso, temperatura corporal, frecuencia respiratoria),
electrocardiograma de 12 derivaciones (ECG), monitoreo cardiaco continua (telemetria), laboratorio
clinico (incluyendo la pruebas quimicas clinicas [AP se considera un parametro PK], hematologia y
andlisis de orina), examen fisico y anticuerpos anti-farmacos (ADA)

Farmacocinética: Los parametros farmacocinéticos basados en el andlisis de

concentraciones séricas de la actividad de LVL-recAP y AP.

Resultados
Los periodos de tiempo de dosificacién y observacion para todos los grupos de
dosificacion se han concluido y no se observaron acontecimientos adversos graves en ninguno de los

grupos. Los analisis de todos los pardmetros medidos estan en curso.
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EJEMPLO 8

Materiales y Métodos

Ratones

La generacion y caracterizacion de ratones Alpl”" se han reportado previamente
(Narisawa et al., 1997). La HPP infantil de fenocopia de ratones Alpl”" , incluyendo la deficiencia
global de los defectos de acumulacién y mineralizacion TNAP, PP, (Fedde et al., 1999; Narisawa et
al., 2001; Anderson et al., 2004; Millan et al., 2008). La suplementacion dietética con vitamina B6
suprime brevemente las convulsiones y extiende la vida Gtil hasta los dias postnatales 18-22 pero la
hipomineralizacion y la acumulacion de osteoide siguen empeorando con la edad (Narisawa y col.,
1997;. Fedde et al, 1999; Narisawa et al., 2001; Millan et al., 2008). Por lo tanto, todos los animales
(criadores, madres lactantes, perritos, y los animales destetados) en este estudio tuvieron libre
acceso a la dieta de roedores modificada en laboratorio 5001 que contienen niveles elevados (325
ppm) de piridoxina. La genotipificacion se realizé por PCR sobre el ADN gendmico como se describié
anteriormente (Yadav et al., 2011). El Comité para el cuidado y uso de animales institucional

(IACUC) aprobé todos los estudios con animales.

Fosfatasa alcalina humana quimérica soluble (LVL-RecAP)

Una solucion de LVL-RecAP en 10.1 mg/ml en 25% glicerol p/v, 5 mM Tris/HC, 2

mM MgCl,, 50 pM Znd,, y un pH 8.0 se usd. La enzima tenia una pureza de> 99.99%, determinada

por cromatografia liquida de alta presion.

Estudio de respuesta a la dosis con LVL-RecAP

Los ratones Alpl”~ se dividieron en 5 cohortes: Tratado con vehiculo Ratones Alpl”-
tratados con vehiculo (n = 14) solamente; LVL-RecAP1: Ratones Alpl”" tratados con LVL-RecAP en 1
mg/kg/dia (n = 14); LVL-RecAPS8: Los ratones Alpl”~ tratados con LVL-RecAP en 8 mg/kg/dia (n=12);
y LVL-RecAP16: Los ratones Alpl”~ tratados con LVL-RecAP en 16 mg/kg/dia (n=10). Camadas de
tipo salvaje de ratones Alpl”~ sirvieron como animales de referencia y no recibieron inyecciones
(n=14). H vehiculo o cohortes LVL-RecAP fueron inyectados diariamente SC en la regién escapular.
Las inyecciones se administraron entre 08:00-11 a.m. Los volumenes administrados se calcularon
con base en el peso corporal medido antes de la inyeccion. Todos los tratamientos se iniciaron el dia

1 postnatal, y se repitieron diariamente hasta por 53 dias o hasta el momento de la necropsia.
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Recoleccién de muestras

La necropsia se realizd6 en el dia postnatal 53 (p53), 24 horas después de la
inyeccion final de LVL-RecAP para aquellos animales que completaron el protocolo experimental, o
antes, para aquellos animales que parecian enfermos terminales. Avertin se administré por via
intraperitoneal antes de la eutanasia. La sangre se recogié en tubos de heparina de litio por puncion

cardiaca. La necropsia consistié en un examen de patologia general y radiografias.

Radiografia y tomografia microcomputada (uCT)

Radiografias de los esqueletos se obtuvieron con un Faxitron MX-20 DC4 (Chicago,
IL, USA), utilizando una energia de 20 kV. Las hemi-mandibulas fueron escaneadas a 30 kV. Los
craneos enteros diseccionados de ratones P21 se fijaron, y luego escanearon a una resolucién de
voxel isotrépico de 18 pm utilizando el sistema de imagenes eXplore Locus SP uCT (GE Healthcare
Imaging Preclinica, London, ON, Canada). Las mediciones se tomaron a un voltaje de
funcionamiento de 80 kV y 80 mA de corriente, con un tiempo de exposicion de 1600 ms utilizando
la técnica de exploracion de método de Parker, que gira 180 grados la muestra, ademas de un
angulo de abanico de 20 grados. Las exploraciones fueron calibradas a un fantasma hidroxiapatita y
las imagenes 3D se reconstruyeron en un tamafio voxel efectivo de 18 um?®. Un umbral fijo de 1400
unidades Hounsfield se utiliz6 para discriminar tejido mineralizado. Las regiones de interés (ROI)
para huesos parietales y frontales se establecieron como 1 mm de longitud, 1 mm de ancho,
profundidad equivalente al espesor de los huesos y la posicion de partida a una distancia de 0.75
mm a partir de las suturas sagital y coronal, como se ha descrito previamente (Liu et al., 2014). Los
parametros de volumen o6seo, densidad y estructura se midieron utilizando la version 2.2 del
software Microview (GE Healthcare Imaging Preclinica, London, ON) y algoritmos establecidos
(Meganck et al, 2009; Umoh et al., 2009). Se realizaron pruebas t de Student comparando los
resultados cuantitativos para establecer diferencias estadisticamente significativas entre los
genotipos. Se analizaron los datos de hueso pCT y se presentaron de acuerdo con las
recomendaciones de Bouxsein et al. 2010 (Bouxsein et al., 2010).

Para las imagenes dentales, hemi-mandibulas disecadas fueron escaneadas en un
Scanco Médico UCT 50 (Scanco Medical AG, Brttisellen, Suiza) a 10 micras de tamafio de voxel. Las
mandibulas z-apiladas se exportaron como archivos DICOM y reorientaron utilizando el software
ImageJ (1.48r), con planos coronal, sagital y transversal comparables de seccién elegidos para la
comparacion. Para el andlisis cuantitativo, las mandibulas fueron escaneadas en un Scanco Médico
35 UCT en 6 micras de tamafo de voxel, 55KVp, 145 mA, con 0.36 grados de paso de rotacion
(intervalo angular de 180 grados) y una exposicion de 400 ms por vision. Se utiliz6 el software

Scanco PCT (HP, DECwindows Motif 1.6) para la reconstruccion 3D y visualizacion de iméagenes.
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Después de la reconstruccion en 3D, corona, esmalte, raices, y los volimenes de hueso alveolar
fueron segmentados usando un umbral global de 0.6 g/cc. El volumen total (TV), volumen de hueso
(BV) (tejido mineralizado), y la densidad mineral del tejido (TMD) se midieron para toda la corona y
por separado para el esmalte, la dentina de la raiz y el hueso alveolar en la region de bifurcacion.

Para el esmalte y la raiz, también se midio el espesor.

Andlisis histolégicos

Las muestras de hueso se limpiaron, se fijaron en paraformaldehido al 4%/solucién
salina amortiguada con fosfato durante 3 dias a 4°C, y después se transfirieron a etanol al 70% para
su almacenamiento a 4°C. Las secciones de plastico se prepararon como se ha descrito previamente
(Yadav et al., 2012). La tincion tricrémica Von Kossa y Van Gieson se realizé en secciones de plastico
como se ha descrito previamente (Narisawa et al., 1997). Las secciones tefiidas con Von Kossa o Van
Gieson fueron escaneadas por el sistema ScanScopeXT (Aperio, Vista, CA, USA), y las imagenes
fueron analizadas utilizando el software Bioquant Osteo (Bioquant Osteoanalysis Co., Nashville, TN,
USA). Las hemi-mandibulas izquierdas usadas para histologia se fijaron en solucién de Bouin durante
24 horas, y luego desmineralizaron en solucién AFS (acido acético, formaldehido, cloruro de sodio), y
se fijaron en parafina para el seccionamiento en serie, como se ha descrito previamente (Foster,
2012). Para la tincién con rojo picrosirio, las secciones de tejido desparafinado se tifieron con una
solucion acuosa al 0.2% de hidrato de acido fosfomolibdico, 0.4% Rojo directo 80, y 1.3% de 2,4,6-
trinitrofenol (Polysciences, Inc., Warrington, PA), como se describe anteriormente (Foster, 2012). Se

observaron secciones tefiidas de rojo picrosirio bajo luz polarizada para una microfotografia.

Pruebas biomecanicas

Después de la eliminacion del tejido muscular, longitudes de fémur, tibia, himero y
el radio se midieron con un calibrador. Los huesos fueron congelados, envuelto en una gasa que
contiene una solucién salina para evitar la deshidratacion. Los fémures y tibias aislados fueron
evaluados con la prueba de flexion de tres puntos mediante el uso de la maquina de ensayo
universal de material Instron 1101 como se describid previamente (Huesa et al., 2011). Los huesos
se descongelaron lentamente y se mantuvieron a temperatura ambiente antes de la prueba. Los
fémures intactos y tibias se colocaron en la maquina de ensayo sobre dos soportes separados por
una distancia de 15 mm y la carga se aplico a la mitad de la diéfisis, creando asi una prueba de

flexién en tres puntos a una velocidad de 2 mm - min™ .
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Ensayo PP;
Las concentraciones de PP, en plasma se determinaron por adsorcion diferencial

sobre carbén activado de UDP-D- [6-3H] glucosa (Amersham Pharmacia) del producto de reaccion 6-

fosfo [6-3H]gluconato, como se describe (Hessle et al., 2002 ; Yadav et al, 2014).

Estadistica

Teniendo en cuenta que las diferentes concentraciones de LVL-RecAP resultaron en
diferentes tasas de supervivencia, no fue posible comparar las tres cohortes de tratamiento de una
manera que la edad coincidiera. Por esta razon, se realiz6 la prueba t-Student paramétrica, no
apareada, de dos colas para comparar los ratones Alpl”" con el cohorte WT. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p <0.05. Con el fin de comparar las diferencias en las curvas de

supervivencia entre las cohortes de tratamiento, se realizé la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon.

Resultados

Aumento de la supervivencia vy el peso corporal en los ratones Alpl’~ tratados con

LVL-RecAP

La supervivencia en los ratones que recibieron 8 mg/kg/dia (LVL-RecAP8) o 16
mg/kg/dia (LVL-RecAP16) de LVL-RecAP fue significativamente mejorada en comparaciéon con el
cohorte tratado con vehiculo y cohorte (LVL -RecAPl) 1 mg/kg/dia (p = 0.001) (figura 6A). Las
diferencias fueron estadisticamente significativas cuando las curvas de supervivencia de las cohortes
tratadas se comparan entre si (p <0.0001 para todas las comparaciones). La mediana de la
supervivencia fue de 44, 22 y 19 dias en las cohortes LVL-RecAP8, LVL-RecAPl y las cohortes
tratadas con vehiculo, respectivamente. Una no mediana de la supervivencia podria ser calculada
para la cohorte LVL-RecAP16 ya que los animales vivian hasta la terminacién del experimento en el
dia 53.

Los animales Alpl”~ pesan menos que sus compafieros de camada WT, comenzando
alrededor de p7. B tratamiento con 1 mg/kg/dia de LVL-RecAP condujo a un aumento
estadisticamente significativo en el peso corporal en comparacion con los ratones tratados con
vehiculo, y una diferencia no significativa en comparacion con los compafieros de camada WT a los
18 dias de tratamiento (figura 6B). Los ratones Alpl”~ mueren por lo general por p18-24 en la dieta
de vitamina B6, por lo tanto, la comparacién de cohortes de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 de larga
vida con los ratones tratados con vehiculo no fue posible, y estos fueron comparados en cambio con
los ratones WT. Los animales en la cohorte LVL-RecAP8 pesaron significativamente menos que sus

comparfieros de camada WT de p18 (figura 6B) mientras que los ratones en la cohorte LVL-RecAP16



10

15

20

25

30

35

56

mostraron la normalizacién del peso corporal, y eran indistinguibles de los ratones WT en p53 (figura
6B).

El tratamiento de LVL-RecAP mejora el fenotipo esquelético de ratones Alpl”

Las radiografias de ratones no tratados Alpl”~ (figura 7A) demostraron profundas
anomalias esqueléticas, incluyendo reduccién de la densidad mineral del tejido y huesos fracturados,
como se describe anteriormente (Yadav et al.,, 2011). Encontramos una mejora en la patologia
esquelética en ratones Alpl”’~ que recibieron 1 mg/kg/dia de LVL-RecAP durante 18 dias (figura 7A), y
el beneficio fue mas profundo en las cohortes LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 (figura 7B). Las
extremidades distales muestran una morfologia normalizada, independientemente de la dosis,
mientras que se observd la correccion parcial de la columna vertebral, extremidades delanteras,
patas traseras, y la caja toracica para todas las cohortes de tratamiento. Los ratones LVL-RecAP8 y
LVL-RecAP16 también presentaron pequefias grietas o fracturas en los fémures y tibias. El contorno
articular en las rodillas y codos presenta irregularidades en LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 en p44 y
p53, respectivamente (figura 7).

Para evaluar el grado de mejora de la osteomalacia, se realizd un analisis
histomorfométrico de las secciones no descalcificadas incluidas en plastico de las patas traseras de
ratones de control WT y tratados con LVL-RecAP (figuras 8A 'y 9A). Se midi6 el volumen de hueso y
osteoide (figuras 8B, 8C) y los niveles de PP, de suero también analizados (figuras 9B, 9C). De
acuerdo con resultados anteriores (Yadav et al., 2011), la tinciébn de von Kossa revel6 que los
ratones Alpl”~ muestran graves defectos en la mineralizacién, hueso cortical delgado, reduccién de
hueso trabecular y centros de osificacion deteriorados (figura 8A), mientras que los animales
tratados con LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 mostraron un hueso cortical significativamente
incrementado y centros de osificacion secundarios mejorados. La histomorfometria (figuras 8B, 8C)
reveld que la relacion de BV/TV (figura 8B), en las cohortes LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16, fue todavia
significativamente menor que en los controles WT de la misma edad (0.0321 y 0.0302, N = 9),
mientras que el porcentaje de OV/BV (figura 8C) fue significativamente mayor para las dos cohortes
de tratamiento en comparacién con los controles WT (0.0001 y 0.0175, N = 9). Las diferencias entre
las cohortes de tratamiento de LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 no fueron estadisticamente significativas.
La tincién con tricromico histolégico (figura 9A) en secciones de plastico de las extremidades
posteriores confirmaron estos hallazgos. Los ratones Alpl”~ han reducido gravemente la masa 6sea
mineralizada (regiones de manchado verde), con deficiencias en el hueso cortical y trabecular
marcado por acumulacion de osteoide (regiones tefiidas de rojo). Por el contrario, los controles WT
de 53 dias de edad tienen huesos corticales robustos, hueso trabecular presente en las osificaciones

secundarias y poco osteoide en superficies éseas. Los ratones Alpl”~ en las cohortes LVL-RecAP8 y
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LVL-RecAP16 muestran una mejora significativa en el hueso cortical, especialmente en la cohorte
LVL-RecAP16, donde no se observaron diferencias importantes en comparacion con los ratones WT.
Si bien la formacién de hueso trabecular en los centros de osificacién secundarios en ratones Alpl”-
se mejora por el tratamiento, los ratones LVL-RecAP8 y LVL-RecAP16 todavia retuvieron las regiones
mas grandes que las normales de osteoide (rojo). De acuerdo con los hallazgos de esqueletos,
encontramos la correccion de las concentraciones de PP en suero en todas las cohortes de
tratamiento. Los animales LVL-RecAPl (figura 9B) albergan niveles de PP, reducidos
significativamente en comparacion con los animales de control tratados con vehiculo. Los animales
tratados con LVL-RecAP16 tienen niveles de PP, que son estadisticamente indistinguible de aquellos

de compafieros de camada WT.

Ausencia de anomalias craneofaciales en ratones Alpl”" tratados con LVL-RecAP

Los ratones Alpl”" cuentan con anomalias craneofaciales y la fusién de la sutura
coronal (Liu et al., 2014). Para determinar el grado en que el esqueleto craneofacial se ve afectado
por el tratamiento en ratones Alpl”", se realizaron andlisis basados en UCT de huesos craneales
frontal y parietal. Los resultados en p21 muestran que los huesos frontal y parietal de ratones Alpl”-
tratados con vehiculo se redujeron de manera significativa en la fraccion de volumen de hueso,
contenido mineral 6seo, densidad mineral 6sea, contenido de mineral del tejido y la densidad mineral
del tejido en comparacién con WT o ratones Alpl” tratados (cuadro 15). En cambio, ni el hueso
frontal y el hueso parietal de ratones Alpl”’~ tratados fueron significativamente diferentes de aquellos
de los ratones de tipo salvaje. Los craneos adultos de ratones Alpl”~ tratados con LVL-RecAP16 no

parecen diferentes de WT en términos de tamafio y forma (figura 10).
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CUADRO 15

Analisis uCT de huesos craneales

Los huesos frontal y parietal se analizaron en ratones Alpl”~ no tratados (vehiculo), y

ratones ratones Alpl”~ tratados con RecAP en p21. Los valores se reportan como media + SD.

Fraccion de Contenido Densidad Contenido Densidad
volumen mineral 6seo mineral mineral de mineral de
0seo (mg) Osea tejido (mg) tejido
(mg/cc) (mg/cc)
FRONTAL
Alpl”- 0.41 £+ 0.06 0.008+0.001* 464 +27* 0.004+0.001* 59 *+ 28
LVL-RecAP16 0.72 £ 0.15 0.018 + 0.005 615+ 84 0.015 + 0.006 697 £ 57
WT 0.70+£0.12 0.019 + 0.008 615+ 79 0.016 + 0.008 709 = 56
PARIETAL
AIpI"' 0.52 £+ 0.05 0.018+0.001* 494+21* 0.005+0.001* 597 + 12

LVL-RecAP16 0.72 +£0.08 0.018 + 0.007 608 = 74 0.015 + 0.006 691 + 61
WT 0.76 £ 0.10 0.020 + 0.007 645 + 73 0.017 + 0.007 726 + 51

* Indica la significacion estadistica entre los genotipos y entre cohortes de tratamiento.

Tratamiento de LVL-RecAP rescata parcialmente los defectos dentoalveolares Alpl”-

La ablacion de Alpl en ratones da lugar a defectos de mineralizacion del desarrollo
en el cemento, la dentina, hueso alveolar, y el esmalte (Foster et al, 2014A;. Foster et al, 2014b;
McKee et al. 2011; Yadav et al., 2012), en consonancia con los informes de casos en seres humanos
con HPP. La ausencia de resultados de cemento acelular en la pérdida de union periodontal a la
superficie de la raiz del diente y la exfoliacion prematura de dientes, una caracteristica de la HPP.
Los ratones Alpl”" tratados con LVL-RecAP8 y tratados con vehiculo se comparan con WT en p25-26,
cuando la formacion del diente molar esta a punto de finalizar. La radiografia y la imagen de uCT
revel6 que, en comparacién con los controles (figuras 11A, D), las mandibulas de los ratones Alpl”’-
sin tratar destacan el hueso groseramente hipomineralizado, molares cortos con dentina fina y
camaras pulpares ancha, y los incisivos gravemente defectuosos (figura 11B, F). Por histologia, los
dientes de ratones Alpl”~ aparecen sin cemento acelular y el osteoide del hueso alveolar invadié el
espacio del ligamento periodontal (PDL), que conduce a la anquilosis y la pérdida de un periodonto
funcional (figura 11G vs. 11E). La administracién de 8 mg/kg/dia de LVL-RecAP mejora la apariencia
radiologica de altura molar, el espesor de la dentina, y la mineralizacion ésea en p26, aunque el
incisivo permanecid defectuoso (figura 11C, H). Histolégicamente, aunque esta dosis de LVL-RecAP
no restaurd el cemento acelular a la superficie de la raiz, el espacio PDL molar-asociado y las

fronteras de hueso alveolar se mantuvieron mejor (figura 111).
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La cohorte LVL-RecAP16 se compard con WT en p50-53 para determinar los efectos
sobre la estructura del diente maduro y funcion. La radiografia y la imagen de pCT indican una
mineralizacién 6sea alveolar e interproximal reducida alrededor de los dientes molares en las
mandibulas de ratones Alpl”", en comparacién con los controles (figura 11J3-M). La forma del diente
molar y la dentina aparecieron en gran medida normalizadas en ratones LVL-RecAP16, y esto fue
confirmado por analisis uCT del primer molar (cuadro 16). Esmalte en el grupo LVL-RecAP16 no fue
diferente de WT en BV/TV o TMD. Las coronas molares y raices mostraron una disminucién leve
pero significativas de 4-10% en BV/TV y TMD en comparacion con WT, lo que indica la
mineralizacion de la dentina como no rescatada por completo, y el espesor de la raiz se redujo en un
15%. La mineralizacion del hueso alveolar se mantuvo mas gravemente defectuosa en el grupo LVL-
RecAP16, con BV/TV disminuido en un 27% y TMD disminuido un 13%, en comparacion con WT.
Los dientes incisivos en ratones Alpl’~ tratados también quedaron gravemente afectados (figura 11
K, M).

Por histologia, los ratones LVL-RecAP16 ofrecieron una mezcla de hueso alveolar
mineralizado y osteoide, y un espacio PDL reducido pero mantenido (figura 11N, P). No se observé
pérdida de dientes en el grupo de LVL-RecAP16 por p53, aunque se mantuvo la insercién periodontal
deficiente, como lo demuestra la falta de cemento, la desorganizacion de PDL y el desprendimiento
de la superficie de la raiz, y el crecimiento hacia abajo del epitelio de unién. Sin embargo, pequefias
regiones de unidn de PDL al diente se observaron en asociacion con fibras PDL organizadas (figura
110, Q), lo que indica la presencia de un poco de unién comprometida que pueden funcionar para

retener los molares.



5 p50-53 en WT (n=5) y ratones Alpl’" tratados con RecAP16 (n=4). Los valores se reportan como
media £ SD.
TV (mm?) BV (mm?®) BV/TV (%) TMD Espesor
(g HA/cm®) (Lm)
Esmalte
10 WT 0.25+0.03 0.24+0.02 98.77 +0.52 1.69 £ 0.05 70.2 +
0.5
LVL-RecAP16 0.20+0.02 0.20+0.02 98.97 +0.27 1.68 + 0.03 63.0 £
* * 0.5
Corona
WT 0.61+0.04 056+0.03 91.06+0.64 ND ND
LVL-RecAP16 0.53+0.03 0.46+0.03 86.92+0.69 ND ND
15 Raiz
WT 0.65+0.05 056+0.05 85.84+0.74 1.07£0.01 140.4 +
8.4
LVP-RecAP16 0.56+0.06 0.44+0.04 77.27+2.37 1.02+0.01 1215+
* * * 17 *
Hueso alveolar
WT 0.44+0.04 0.29+0.05 65.72+5.08 1.01 £ 0.02 ND
LVL-RecAP16 0.32+0.05 0.15+0.02 47.91+425 0.88+0.02 ND
20 * * * *
* p < 0.05 mediante la prueba-t de muestras independientes
ND = no determinado
25 Referencias de literatura para el ejemplo 8

Los primeros molares de la mandibula y hueso alveolar asociado se compararon en
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CUADRO 16

Analisis uCT de tejidos dentoalveolares
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EJEMPLO 9

La fosfatasa alcalina protege contra la inflamacién renal

Métodos

Cultivo celular

De forma rutinaria, ciPTEC se cultivaron a 33°C (Wilmer, 2010). Las células fueron
transfectadas con virus de simio 40 T-antigeno y la subunidad catalitica esencial de telomerasa hu-
mana, lo que permite que proliferen constantemente. Las células se cultivaron en F12 de
DMEM/Ham, libre de fenol rojo (Gibco, Paisly, Reino Unido), suplementado con ITS (insulina 5
pg/ml, transferrina 5 ug/ml, selenio 5 ng /ml, Sigma-Aldrich, Zwijndrecht , Paises Bajos), 36 ng/mi
de hidrocortisona 10 ng/mlde factor de crecimiento epidermal (Sigma-Aldrich), 40 pg/ml de tri-
yodotironina y 10% de suero de ternero fetal (Greiner Bio-One, Kremsminster, Austria). Precediendo
a un experimento, las células se sembraron en una placa de pozos (48400 células/cm?), se incubaron
durante 1 dia a 33°C seguido de un periodo de maduracién de 7 dias a 37°C. En el dia del experi-
mento, se pre-incubaron las células durante dos horas con LVL-RecAP (1, 5 o 10 U/ml, especie de
regalo de AM-Pharma, Bunnik, Paises Bajos) (Kiffer-Moreira, 2014), seguido por incubacion durante
24 horas con 10 pug/ml LPS (E. coli 0127:B8; Sigma-Aldrich) disuelto en 10 mM HEPES HBSS, pH 7.4
(HEPES: Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania; HBSS: Gibco). Alternativamente, 10 U/ml LVL-
RecAP (~17 ug/ml) se administré a las células incubadas con LPS de forma simultanea o después de
dos horas. Las células de control se incubaron con medio de cultivo Unicamente. DLPS (E. coli
055:B5; Sigma-Aldrich, 10 ug/ml) e LVL-RecAP inactiva (17 pg/ml, regalo de AM-Pharma) se usaron

como controles negativos. En diferentes series de experimentos, LPS fue sustituido por proteina hu-
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mana TNF-a recombinante (Ebioscience, Viena, Austria), o sobrenadante de PBMC, preestimulado
durante 24 horas con o sin LPS (1 ng/ml). Todos los experimentos (n = 5) se realizaron minimamen-

te por duplicado.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Las PBMC se aislaron de capas leucocitarias obtenidas de donantes de sangre sanos
(banco de sangre Nijmegen, n = 5) por centrifugacion diferencial sobre Fcoll-Pague Plus (GE
Healthcare, Diegem, Bélgica). Las PBMC fueron resuspendidas en medio RPMI-1640 (Gibco)
enriguecido con 0.5 mg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich), piruvato 1 mM (Gibco) y glutamax 2 mM
(Gibco). Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 0.5 x 10° células/pozo,
se pre-incubaron con o sin AP (10 unidades/ml) durante 2 horas, seguido de incubacién de LPS (1

ng/ml) durante 24 horas. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Ensayo de medicion de ATP y de viabilidad celular

El sobrenadante se recogié 30 minutos después de la administracion de LPS, con o
sin tratamiento previo de LVL-RecAP, seguido de la medicion directa de la producciébn de ATP
mediante el kit de ensayo de bioluminiscencia ATP CLS Il (Roche Diagnostics) segun el protocolo del
fabricante. La viabilidad celular se evalué después de 24 horas de incubacion de LPS llevando a cabo
el ensayo de MTT. En resumen, el medio se sustituyd por solucién precalentada-MTT 100 pl (Sigma-
Aldrich; 0.5 mg/ml en medio de cultivo), se incubaron durante 3 horas a 37°C, seguido por la adicion
de 200 pl de DMSO para solubilizar los cristales de formazan intracelular solubilizados. La extincion

de colorante se midi6 a 570 nm con la correccion de longitud de onda de 670 nm.

Modelo Animal

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices y
protocolos de los Institutos Nacionales de Salud fueron aprobados por la junta de revision
institucional de los experimentos con animales. Ratas Sprague-Dawley macho libres de patdégenos
especificos (RjHan: SD; Janvier, Francia) se dividieron en tres grupos: placebo (n = 6), LPS (n=6) 0
LPS + LVL-RecAP (n = 6). Una muestra de plasma de referencia (sangre heparina de litio) se recogié
siete dias anteriores a la experimentacion a través de una puncién en la vena caudal usando un
Multivette (Sarstedt, Etten-Leur, Paises Bajos). Tres dias anteriores al experimento, la funcion renal
basal fue valorada como FITC-sinistrina ty,, (Schock-Kusch, 2011). En t = 0 horas, placebo (0.9% de
Nadl, solucién salina) o 0.3 mg/kg BW LPS (E. coli 0127: B8, disuelto en solucion salina) se
administré como un bolo 1V para inducir insuficiencia renal inducida por LPS. En t = 1.5 horas se

obtuvo plasma como se describe anteriormente. En t = 2 horas, la rata recibié un bolo IV de placebo



10

15

20

25

30

64

0 LVL-RecAP (1000 U/kg de peso corporal, diluido en solucién salina), seguido de una segunda
medicién de la funcién renal. En t = 5 horas, todos los animales recibieron 5 ml de solucién salina
(s.c.) para prevenir la deshidratacién, seguido de un periodo de recoleccion de orina por 16 horas.
En t = 21.5 horas la tercera medicion transcutanea se realiz6. En t = 24 horas, las ratas fueron
anestesiadas (ip, 3 mg/kg de peso corporal xilazina y 80 mg/kg de peso corporal ketamina 10%),
una muestra de sangre heparina de litio retrobulbar fue retirada para obtener el plasma, y se inici6
la perfusion corporal entera (6 min, solucion salina + 50 Ul/ml de heparina, 210 mbar; 3 min, 4% de
paraformaldehido (PFA; 210 mbar). Después de la perfusion de solucion salina, el rifion derecho se
retir6 cuidadosamente, se congelaron rapidamente y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento. El rifion izquierdo, eliminado después de perfusion de PFA, se almacend en 4% PFA
a 4°C hasta su procesamiento para histologia e inmunohistoquimica. Un animal del grupo LPS + LVL-
RecAP y una muestra de orina del grupo placebo fueron excluidos debido a las dificultades de

inyeccion y recoleccion, respectivamente.

Mediciones de la funcién renal

La funcion renal se evalué en el movimiento libremente de ratas despiertas a través
de la cinética de eliminacion transcutanea medida de FITC-sinistrina (Fresenius Kabi, Linz, Austria),
un marcador disponible en el mercado de GFR, mediante el uso de un nuevo dispositivo de medicion
tal como se publicé anteriormente (Schock-Kusch 2011, Schock -Kusch 2009). Brevemente, las ratas
fueron anestesiados por inhalacion de isoflurano (5% de induccién, mantenimiento 1.5-2%; Abbott
Laboratories, lllinois, USA) y se afeitd en la parte posterior. La parte optica del dispositivo se fijé en
esta region depilada usando un parche adhesivo de doble cara disefiado especificamente (Lohmann
GmbH, Neuwied, Alemania), mientras que la parte electrénica del dispositivo se incorporé en una
chaqueta de roedor (Lomir Biomedical, Malone, USA). Después de establecer la sefial de linea de
base, se inyect6é HTC-sinistrina (5 mg por 100 g de peso corporal, diluido en solucién salina
amortiguada) en la vena de la cola. Después de esto, los animales se dejan recuperarse de la
anestesia mientras que la medicion continué durante aproximadamente 120 minutos post-inyeccion.
T1» se calculé mediante un modelo de un compartimiento aplicado sobre las cinéticas de eliminacién
de FITC-sinistrina medidas transcutaneamente (Schock-Kusch, 2009). Ademas, los parametros de la
funcién renal se determinaron en muestras de plasma y orina utilizando el analizador automatico
Hitachi 704 (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). La excrecién de urea fraccionada y

eliminacién de creatinina endégena se calcularon los valores de plasma promedio de t=1.5y t=24.
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Histologia e inmunohistoquimica

Después de la fijacion durante al menos 24 horas, se proceso el tejido, incrustado
en el paraplasto y se seccionaron a 3 uM de grosor. Para la histologia de rutina, la tincién de HE se
realiz6 en el tejido renal. El dafio renal se evalu6 utilizando un sistema de puntuacion con una escala
de 0 a 4 (0 = sin cambios; 4 = graves dafios, por ejemplo, cambios marcados en las células del
tabulo). KIM-1 se detectd por el anticuerpo primario cabra-anti-rata KIM-1 (1:50; AF3689, R & D
Systems, Abingdon, Reino Unido) y anticuerpo secundario 1gG de conejo-anti-cabra (1:200; P0449,
DAKO, Heverlee, Bélgica). La inmunotincién se visualizd con reactivos del sistema VECTASTAIN Eline
ABC (Vector Labs, Amsterdam, Paises Bajos) y 3,3'-diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich), seguido

de contratincién de hematoxilina. Toda la puntuacién se llevé a cabo de una manera ciega.

Citoguinas y marcadores de dafio renal
Se utilizaron kits de ELISA Humanos (R&D Systems) para determinar TNFa, IL-6 e

IL-8 en el sobrenadante de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los niveles de citoquina de
plasma (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, INFy) se determinaron mediante un ensayo Luminex simultaneo
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Millipore, Cork, Irlanda). KIM-1 y NGAL se

determinaron por ELISA (R&D Systems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Homogeneizacion de tejidos

Los rifiones congelados al instante se homogeneizaron por el TissueLyser LT
(Qiagen, Venlo, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, en el reactivo de
extraccion de la proteina del tejido (T-PER; Thermo Scientific, Rockford, EE.UU.), suplementado con
tabletas de céctel de inhibidores de proteasa libre de EDTA completas (Roche Applied Science,
Almere, Paises Bajos). El contenido total de proteina se determind utilizando el kit de ensayo de
proteina de &cido bicinconicico (Thermo Scientific) y las muestras se almacenaron a -80°C hasta el

ensayo.

Andlisis de PCR en tiempo real

Se extrajo ARN de pella celular congelada o rifiones pulverizados (2000, 30 seg;
Mikro-Dismembrator U, Sartorius Stedim Biotech, Aubagne Cedex, Francia) por el reactivo Trizol. E
ARN se transcribe inversamente en ADNc utilizando la transcriptasa inversa del virus de leucemia de
murino de Moloney (M-MLV) (Invitrogen, Breda, Paises Bajos). PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-
PCR) se realiz6 usando Tagman® (Applied Biosystems, Carlsbad, E.U.A.). Los genes se amplificaron
y se normalizaron a la expresién de GAPDH (ciPTEC. Ct: 18.9+0.1; tejido renal: Ct: 24.8+0.2). La

reaccion de PCR se inici6 con una etapa de incubacién de 2 min a 50°C seguido de la
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desnaturalizacién inicial durante 10 minutos a 95°C, y 40 ciclos de 15 segundos a 95°Cy 1 minuto a
60°C. Las diferencias entre grupos se calcularon por el método comparativo AACt. Conjuntos de

iniciadores/sonda se resumen en el cuadro 17.

Contenido de purina urinaria

El contenido de adenosina urinaria, AMP, ADP, ATP y cAMP se determind por HPLC.
En resumen, 4 volimenes de orina se mezclaron con 1 volumen de cloroacetaldehido (6x diluido en
regulador de pH de acetato 1M, pH 4.5; Sigma-Aldrich), seguido de derivacion (60 min, 70°C, 500
rpm) y centrifugacién (3 min, RT, 13400 rpm), donde después el sobrenadante se transfirié a un vial
de HPLC y se inyectd. Las purinas se separaron por el sistema de HPLC (Thermo Scientific) usando
una columna C18-AQ Polaris (150 x 4.6 mm) con gradiente de eluciéon usando eluyente A (K;HPO4
0.1M, TBAHS 10 mM (pH 6.5), y 2% de MeOH) y eluyente B (H,O: ACN: THF; 50:49:1). Los tiempos
de retencion son 7.1 (adenosina), 8.4 (AMP), 12.5 (ADP), 16.2 (ATP) y 14.8 min (cAMP). La
cuantificacion se basa en areas pico de las muestras y estandares de referencia medidos con

fluorescencia (excitacion: 280 nm; emision: 420 nm).

Andlisis estadistico

Los datos se expresan como media + SEM o mediana [percentil 25, percentil 75]. La
normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias
estadisticas entre los grupos se estimaron por ANOVA con comparaciones post-hoc utilizando la
prueba de comparacién mdultiple de Bonferroni o mediante la prueba de Kruskal-Wallis con la post-
prueba de Dunn. Un valor de p de dos caras menor a 0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Todas las pruebas se realizaron con GraphPad Prism 5.00 para Windows (GraphPad
Software Inc. San Diego, CA, USA).

LVL-recAP atenla la respuesta inflamatoria inducida por LPS in vitro

El pre-tratamiento de ciPTEC humano (Wilmer, 2010) con LVL-RecAP atenuada
dependientemente de dosis la produccion de citoquina inducida por LPS de TNF-a, IL-6 e IL-8 en el
nivel de gen y proteina (figura 12A-B). LPS desintoxicado (dLPS) se utiliz6 como un control negativo
y no tiene efecto. Los resultados protectores similares a nivel de proteina se obtuvieron cuando LVL-
RecAP se administré simultaneamente con LPS o 2 horas después de la exposicion de LPS (figura
12C). Un experimento de control se llevd a cabo para verificar si LVL-RecAP desfosforila las
citoquinas excretadas en el medio, lo cual no es el caso (figura 17). Para confirmar que la reduccion

inducida por LVL-RecAP en la produccién de citoquinas es debido a la naturaleza desfosforilante de
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la enzima, el efecto de LVL-RecAP inactivo que carece de propiedades hidrolizantes se investigo.

LVL-RecAP inactiva no atenud la respuesta inflamatoria inducida por LPS en ciPTEC (figura 12D).

Los efectos in vitro de LVIL-RecAP son especificos renales y no se limitan a la

inflamacién inducida por LPS

Para investigar ademas el mecanismo protector renal de LVL-RecAP, ciPTEC se
incubaron con TNFa de citoquina pro-inflamatoria, que no puede ser desfosforilado por I1AP de
ternero (Chen, 2010). La produccion de citoquina inducida por TNF-a de IL-6 e IL-8 también se
atenud por pre-tratamiento con LVL-RecAP, mientras que LVL-RecAP inactiva no tiene ningun efecto
(figura 13A).

En la patogénesis de AKI asociada con la sepsis, LPS induce una respuesta
inflamatoria local a través de la unién a TLR4 expresado en PTEC (ciPTEC Ct: 30.5+3.9; n=5). Otra
caracteristica de la enfermedad es la respuesta inflamatoria sistémica, que afecta tanto a las células
epiteliales como endoteliales renales que causan el desarrollo de AKI (Peters, 2014). Para imitar esta
inflamacion renal inducida por endotoxina, ciPTEC se incubé con el sobrenadante de las células
mononucleares de sangre periférica estimuladas con LPS (PBMC, 1 ng/ml LPS). Esto indujo la
produccion de IL-6 e I1L-8, que se disminuyd cuando ciPTEC se pretratd con LVL-RecAP (figura 13B,
TNF-a no es detectable). Junto con el hallazgo de que las respuestas inflamatorias mediadas por
TNF-a se atenuaron por el tratamiento de LVL-RecAP, esto sugiere la presencia de otro mediador
dirigido de LVL-RecAP. En contraste, el pretratamiento de PBMC con LVL-RecAP no afecté a la
respuesta inflamatoria inducida por LPS en estas células (figura 13C), lo que indica que los efectos

de LVL-RecAP son especificos del rifion.

LVL-RecAP puede ejercer efectos in vitro protectores renales a través de la via de

ATP/adenosina

Un segundo objetivo potencial de LVL-RecAP es ATP, liberado durante el estrés
celular causado por, por ejemplo, inflamacion e hipoxia (Eltzschig, 2012). ATP extracelular tiene
efectos perjudiciales, pero se puede convertir mediante ectonucleotidasas (por ejemplo, AP) en ADP,
AMP vy, finalmente, en la adenosina, ejerciendo efectos anti-inflamatorios y protectores del tejido a
través de la unién a uno de los receptores de adenosina Al, A2A, A2B y A3 (Bauerle de 2011, Di
Sole, 2008). Curiosamente, mientras que la expresion de los receptores de adenosina Al, A2B y A3
en ciPTEC no se vio afectada por la incubacién de LPS (datos no mostrados), la expresion A2A se
sobre-reguld en la estimulaciéon de LPS (aumento doble: 4.1 + 0.4; p <0.001 en comparaciéon con
placebo). Este efecto se atenud por el co-tratamiento de LVL-RecAP (aumento doble: 2.9 + 0.2; p

<0.001 en comparacion con placebo; p <0.05 en comparacién con LPS), lo que sugiere un papel de
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la via de adenosina en el efecto protector de LVL-RecAP. Por otra parte, se observaron
concentraciones de ATP extracelulares incrementadas después de la incubacién de LPS, que fue mas
pronunciado con una concentracién de LPS mas alta pero a la inversa por la pre-incubacion de LVL-
RecAP (figura 14). LPS no afectd la viabilidad celular hasta 24 horas (datos no mostrados). Esto
soporta la hipotesis de que LVL-RecAP puede ejercer su efecto protector renal a través de la via de

ATP/adenosina.

El tratamiento LVL-RecAP durante AKI inducida por LPS en ratas atenla la funcién

renal deteriorada

Para confirmar los efectos beneficiosos de LVL-RecAP in vivo, AKI se indujo en ratas
por LPS (0.3 mg/kg de BW) y la funcion renal se evalué mediante la medicion transcutanea de las
cinéticas de sinistrina etiquetadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC) como se reportd
anteriormente (Schock-Kusch, 2011). FITC-sinistrina se elimina por los rifiones a través de filtracion
Unicamente y su desaparicién del compartimento de plasma se puede medir de forma transcutanea
en tiempo real (Schock-Kusch, 2011, Schock-Kusch, 2009). Esto permite la investigacion de la
progresién de AKI de una manera mas precisa en comparacion con la eliminacién de creatinina
usada comunmente. Precediendo a la inyeccion de LPS, una muestra de sangre de referencia se
elabor6 para determinar los pardmetros clinicos y citoquinas plasmaticas, y la vida media de FITC
sinistrina de linea de base (t1,) se determind a partir de las cinéticas medidas para determinar la
homogeneidad entre los grupos (datos no presentados). Después de 1.5 horas, el tratamiento de
LPS result6é en niveles de citoquinas de plasma incrementados, anomalias en varios parametros del
plasma (cuadro 18), piloereccion, diarrea y actividad espontanea reducida, que confirman la
presencia de inflamacion sistémica. Dos horas después de la administracion de LPS, las ratas se
trataron con LVL-RecAP (1000 U/kg de BW) o placebo (solucion salina), seguido directamente por las
mediciones transcutaneas de funcion renal. LPS prolong6 significativamente t;,, de FITC-sinistrina,
gue revela una reduccidn significativa en la funcion renal. Esta tendencia se atenud por el
tratamiento de LVL-RecAP (figura 15A). En todos los grupos, la funcién renal se recuper6 totalmente
dentro de las 24 horas (figura 15B). Todavia, los niveles de urea en plasma fueron significativamente
inferiores en animales tratados con LVL-RecAP en comparacion con los animales que recibieron LPS
sin LVL-RecAP (cuadro 19). Ademas, el tratamiento de LVL-RecAP impidi6 el incremento inducido por
LPS de la excrecién fraccional de urea (figura 15C) y la disminucion inducida por LPS de eliminacién
de creatinina endogena (figura 15D). La bioactividad de LVL-RecAP se confirmé en el plasma y
mostré un aumento de ocho veces 22 horas después de la inyeccion (Placebo: 293+12 U/ml; LPS:
260+13 U/ml; LPS+AP: 2150+60 U/ml; p<0.0001).
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LVL-RecAP previene una lesién renal durante AKI inducida por LPS in vivo

El efecto protector renal de LVL-RecAP sobre AKI inducida por LPS se investigé
ademas a través de la evaluacion de la histologia renal y marcadores de lesion tubular especificos.
No se encontraron diferencias en la histologia entre los grupos de tratamiento, con cambios que
varian desde la ausencia de dafio (0) hasta cambios degenerativos minimos como aspecto espumoso
y minima hinchazon de las células tubulares proximales (1) y apariencia espumosa y moderada
hinchazén, asi como unos pocos casos de apoptosis (2) (Placebo: 1 [0.75-2]; LPS: 1.5 [0-2]; LPS+
LVL-RecAP: 1 [0-1.0]). El tratamiento de LPS resulté en un incremento significativo en niveles de
expresion de IL-6 renales, mientras que otras citoquinas y marcadores de lesion (MPO,
mieloperoxidasa; BAX, proteina X asociada con Bcl2; iNOS, sintasa de 6xido nitrico inducible) no se
vieron afectados (cuadro 20). LVL-RecAP no podria reducir los niveles de expresion de IL-6 renales,
pero no incrementan la expresion renal de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (cuadro 20). Ademas,
la administracion de LPS resulté en un incremento significativo en la excrecion urinaria de la
molécula de lesion de rifion (KIM)-1 y la lipocalina asociada con la gelatinasa de neutréfilos (NGAL),
gue se acompafio por niveles de expresién de gen renal incrementados. Este efecto se previno por la
co-administracion de LVL-RecAP (figuras 16A a 16B, cuadro 20). Se observaron efectos similares de
LVL-RecAP para los niveles de NGAL en plasma (figura 16C) y para los niveles de proteina renales de
KIM-1 (figura 16D), que se localizaron principalmente a la superficie apical de las células epiteliales

del tibulo proximal (figura 16E).

La excrecion de adenosina urinaria reducida durante AKI inducida por LPS in vivo

Con el fin de dilucidar el mecanismo protector renal de LVL-RecAP, se investigd el
papel de la via de ATP-adenosina. El tratamiento de LPS tendié a reducir los niveles de expresiéon
génica en el rifidn para los cuatro receptores de adenosina, de los cuales solo el receptor de
adenosina A3 alcanzé significacion estadistica (cuadro 20). Curiosamente, el tratamiento de LPS
disminuy6 significativamente la excrecion urinaria de adenosina (placebo: 68.0 + 7.8 pg de
adenosina/10 mg de creatinina; LPS: 19.4 + 6.3 pg de adenosina/10 mg de creatinina; p <0.001),
sin alterar la excrecién de cAMP, ATP, ADP y AMP (datos no mostrados). Esto puede sugerir que el
rifidn utiliza adenosina durante AKI inducida por LPS. H tratamiento de LVL-RecAP no tuvo ningun
efecto sobre la expresion del gen del receptor de adenosina (cuadro 20), o en la excrecidn urinaria
de adenosina (LPS + LVL-RecAP: 16.7 + 6.8 pg de adenosina/10 pg de creatinina: p<0.001 en

comparacion con placebo) en comparacion con LPS solo.
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CUADROS

CUADRO 17

Iniciador/especificaciones de la sonda

Simbolo del

Nombre del gen

ID del ensayo

gen

CIPTEC
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Hs02758991 g1
TNF-a factor de necrosis tumoral Hs01113624 g1
IL-6 interleucina 6 Hs00985639_m1l
IL-8 interleucina 8 Hs00174103_m1
TLR4 receptor 4 tipo toll Hs00152939_m1
ADORAL receptor Al de adenosina Hs00379752_m1
ADORA2A receptor A2a de adenosina Hs00169123 _m1
ADORAZB receptor A2b de adenosina Hs00386497_m1
ADORA3 receptor A3 de adenosina Hs01560269 _m1

Rifion de

rata
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Rn01775763_g1
IL-1B interleucina 1 beta Rn00580432_m1
IL-6 interleucina 6 Rn01410330_m1
IL-10 interleucina 10 Rn00563409_m1
TNF-a factor de necrosis tumoral Rn99999017 m1l
IFN-y interferon gamma Rn00594078_m1
HAVCR1 receptor 1 celular del virus de hepatitis A Rn00597703_m1
LCN2 lipocalina 2 Rn00590612_m1
MPO mieloperoxidasa Rn01460204_m1
BAX proteina X asociada a Bcl2 Rn02532082_g1
NOS2 oxido nitrico sintasa 2 inducible Rn00561646_m1
ADORAL receptor Al de adenosina Rn00567668 _m1
ADORA2A receptor A2a de adenosina Rn00583935_m1
ADORAZB receptor A2b de adenosina Rn00567697_m1
ADORA3 receptor A3 de adenosina Rn00563680_m1




10

15

20

25

30

71

CUADRO 18

Citogquinas plasmaticas vy parametros experimentales

Placebo LPS LPS + recAP
citoquinas
IL-1R (pg/ml) 9+9 6913+1362" 5764+1259"
IL-6 (pg/ml) ND 74294+11240% 70247+13812%
IL-10 (pg/ml) 17417 10054+2017* 8693+2513"
TNF-a (pg/ml) 1+1 21071+3375" 10514+889" *
INF-y (pg/ml) ND ND ND
Parametros de plasma
Creatinina (mg/dl) 0.16+0.01 0.30+0.05 0.25+0.04
Urea (mg/dl) 28+2 39+2" 48+3%*
Lactato (mg/dl) 24+5 34+2 33+3
Glucosa (mg/dl) 143+3 260+25" 216+13"
Proteina (mg/ml) 58 [56-58] 58 [48-61] 56 [56-58]
Calcio (mmol/l) 2.59+0.03 2.43+0.03" 2.41+0.06"
Fosforo inorganico (mmaol/l) 3.01+0.10 2.76+0.09 2.81+0.10
Sodio (mmol/l) 149+2 148+2 146+3
Potasio (mmol/l) 5.89 [5.66-6.21] 4.87 [4.66-5.23] 5.08 [4.76-5.18]

Los parametros del plasma se determinaron 1.5 horas después de la administracién
de LPS. Los datos se expresaron como la mediat SEM y mediana [percentil 25, percentil 75],
dependiendo de la distribucion de cada parametro. Las diferencias en la distribucion de los
parametros de plasma en comparacién con t = 24 es probable que estén relacionadas al tamafio de
la muestra. Las diferencias significativas estimadas usando ANOVA de una derivacién con Bonferroni
después de la prueba o la prueba de Kruskal-Wallis con Dunns después de la prueba. Placebo, LPS n
= 6; LPS + recAP n = 5. # P <0.05 en comparacion con placebo. * P <0.05 en comparacién con

LPS. LPS, lipopolisacarido; recAP, fosfatasa alcalina recombinante; ND: no detectado.
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CUADRO 19

Plasma y parametros urinarios

Placebo LPS LPS + recAP
Pardmetros de plasma
Creatinina (mg/dl) 0.20£0.01 0.24+0.02 0.20+£0.01
Urea (mg/dl) 28+2 48+4" 36+2*
Lactato (mg/dl) 10 [8-31] 14 [12-21] 12.0 [10-14]
Glucosa (mg/dI) 144+7 132+11 161+3
Proteina (mg/ml) 56 [54-57] 56 [52-57] 54 [54-58]
Calcio (mmol/l) 2.84[2.7-3.1] 2.65[2.6-2.7] 2.70 [2.6-2.8]
Fosforo inorganico (mmaol/l) 2.95+0.09 3.06+£0.10 2.95+0.09
Sodio (mmol/l) 150 [148-157] 154 [147-155] 150 [141-154]
Potasio (mmol/l) 4.24+0.04 4.32+0.10 4.42+0.24
Parametros urinarios

Creatinina (mg) 5.4+0.3 6.1+0.3 5.7£0.6
Urea (mQ) 267+26 482+21"% 440+19*
Albumina (ug) 0 [0-54] 0 [0-663] 310 [0-419]
Glucosa (mg) 1.59+0.25 1.74+0.28 0.99+0.27
Proteina (ug) 3816 67%9 61+9
Calcio (umol) 4.1+0.7 7.2+0.9 7.4+1.7
Fosforo inorganico (mmol) 0.50[0.3-0.9] 0.63[0.6-1.0] 0.64 [0.6-0.8]
Sodio (mmol) 1.6 [1.3-2.0] 1.5[1.3-1.7] 1.5[1.4-2.4]
Potasio (mmol) 1.6+0.3 2.3+0.4" 1.9+0.1%

Los parametros del plasma se determinaron 24 horas después de la administracion de
LPS. Los parametros urinarios se determinaron entre 5 y 21 horas después de la administracion de
LPS. Los datos se expresaron como la mediat SEM y mediana [percentil 25, percentil 75],
dependiendo de la distribucion de cada parametro. Las diferencias significativas estimadas usando la
prueba Kruskal-Wallis con Dunns después de la prueba o ANOVA de una derivacién con Bonferroni
después de la prueba. Placebo, LPS n = 6; LPS + recAP n = 5; parametros urinarios Placebo n=5 #
P <0.05 en comparacion con placebo. * P <0.05 en comparacién con LPS. LPS, lipopolisacarido;

recAP, fosfatasa alcalina recombinante.
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CUADRO 20

Niveles de expresidn génica renal

Valores Ct Veces de incremento (2°44Q)
Placebo LPS LPS + recAP Placebo LPS LPS + recAP
Citoquinas
IL-113 27.7+0.5 26.6+0.2 26.9+0.3 1.1+0.2 1.6+0.5 1.7+0.5
IL-6 37.4 [36.3-38.0] 33.5[33.3-34.8] 34.7 [34.4-36.4] 1.2+0.3 4.9+0.5" 5.2+1.2"
IL-10 34.8+0.4 32.5+0.1 32.9+0.3 1.1+0.2 3.310.9 5.5+1.2"
TNF-a 36.7+0.2 35.8+0.4 37.2+0.5 1.1+0.2 1.0+0.1 1.0+0.3
INF-y 36.3+ 0.3 35.3+0.4 35.6+0.2 1.1+0.2 1.3+0.3 1.7+0.2
Marcadores de lesion
KIM-1 31.7£0.4 22.9+0.7 25.3+0.6 0.8[0.6-1.9] 430 [195-530]* 113 [43-336]
NGAL 29.1+0.2 24.1+1.4 25.5+1.6 1.2+0.3 339" 28+8
MPO 32.4+0.3 31.4+0.7 33.0+£1.0 1.0[0.4-2.9] 1.4[0.4-3.9] 0.6 [0.3-3.2]
BAX 25.2+0.2 24.8+0.1 25.1+0.3 0.9[0.7-1.5] 0.7[0.3-2.1] 1.0[0.5-1.3]
iNOS 36.2+0.5 35.0+0.2 34.8+0.8 1.1+0.3 1.8+0.5 2.6+0.8
Receptores de
adenosina
Al 28.6+0.3 27.9+0.3 29.3+0.6 1.3[0.4-2.3] 0.7 [0.5-1.4] 0.8 [0.3-1.5]
A2A 27.0+0.1 26.4+0.2 27.3+0.3 1.3+0.4 0.8+0.2 0.91+0.2
A2B 29.0 [28.9-29.3] 28.4[28.1-29.0] 29.0[28.9-30.2] 1.2+0.3 0.8+0.2 0.8+0.1
A3 34.3+0.3 34.2+0.4 35.0+0.6 1.0+0.1 0.5+0.1" 0.7+0.1
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Los datos se expresaron como la mediat SEM y mediana [percentil 25, percentil 75],
dependiendo de la distribucion de cada parametro. Las diferencias significativas del incremento
multiplo se estimaron usando la prueba Kruskal-Wallis con Dunns después de la prueba o ANOVA de
una derivacién con Bonferroni después de la prueba. Placebo, LPSn = 6; LPS + recAPn = 5. # P
<0.05 en comparacion con placebo. * P <0.05 en comparacion con LPS. LPS, lipopolisacarido; recAP,
fosfatasa alcalina recombinante; MPO, mieloperoxidasa; BAX, proteina X Bcl2-asociada; iNOS, 6xido

nitrico sintasa inducible.
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EJEMPLO 10

Comparacién de LVL-RecAP con RecAP bajo diferentes condiciones de temperatura

20°C

10.6. MATERIALES
10.6.1 Estandares de referencia
LVL-RecAP

NUmero de lote:
PRA ID
Contenido de proteina:
Actividad:
Condicién de almacenamiento:
Fecha de caducidad:
RecAP
Numero de lote:
PRA ID:
Contenido de proteina:
Actividad:
Condicion de almacenamiento:

Fecha de caducidad:

10.6.2 Matriz en blanco

NB1963p1

14-049

9.9 mg/ml (OD280)
6537 U/ml (660 U/mQ)
nominal a -70°C

08 de enero de 2015

2013-052, lote 62
14-311

13.3 mg/ml (OD280)
9871 U/ml (742 U/mg)
a 2-8°C

06 de junio de 2016

La matriz biolégica después se utilizé para la preparacion de soluciones de muestra.

Matriz: suero
Especies: humano
Proveedor:

Sera Laboratories International, Haywards Heath, RU

Condicion de almacenamiento: A una temperatura de almacenamiento nominal de -

PRA IDs:

Fecha de caducidad:

14-0624, 14-0647 y 14-0652
02 de mayo de 2016 (14-0624),

06 de mayo de 2016 (14-0647 y 14-0652)
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10.7. METODOS

10.7.1 Preparacion de soluciones

10.7.1.1 Hidroxido de sodio 2M

Una solucién de hidréxido de sodio 2 molar se prepar6 al disolver 8 g de hidréxido
de sodio en aproximadamente 90 ml de agua Milli-Q y después de enfriar a temperatura ambiente el
volumen se ajust6é a 100 ml. La solucidn se almacend a temperatura ambiente hasta un méximo de

un mes.

10.7.1.2 Cloruro de magnesio 1M
Una solucidon de cloruro de magnesio 1 molar se preparé al disolver 4.06 g de
cloruro de magnesio hexahidratado en aproximadamente 16 ml de agua Milli-Q. Después de disolver

el volumen se ajusté a 20 ml. La solucidn se almacen6 a +4°C nominal hasta un maximo de un mes.

10.7.1.3 Cloruro de zinc 0.1M

Una solucién de cloruro de zinc 0.1 molar se preparo al disolver 272.5 mg de cloruro
de zinc en aproximadamente 16 ml de agua Milli-Q. Después de disolver, se ajust6 el volumen a 20
ml.

La solucién se almacen6 a +4°C nominal hasta un maximo de un mes.

10.7.1.4 Solucién de pH 9.6 de glicina 0.025M para método de 25°C.

Una solucion de pH 9.6 de glicina 0.025 molar se prepar6 al disolver 3.76 g de
glicina en aproximadamente 1800 ml de agua Milli-Q. La solucién se calenté a 25°Cy se ajusté a pH
9.6 con hidréxido de sodio 2M (véase la seccién 10.7.1.1). E volumen se complet6é hasta 2000 ml y
el pH se volvié a comprobar. El pH debe ser pH 9.6 a 25°C. La solucion se almacené a +4°C nominal

hasta un maximo de una semana.

10.7.1.5 Regulador de pH diluyente enzimatico para método de 25°C

El regulador de pH diluyente enziméatico se preparé al mezclar 0.5 ml de cloruro de
magnesio 1M (véase la seccion 10.7.1.2) con 0.5 ml de cloruro de zinc 0.1 M (véase la seccion
10.7.1.3) y 500 ml de solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M (véase la seccién 10.7.1.4). A esta
solucion, 5.00 g de manitol y 0.25 g de albdmina de suero bovino se afiadi6 y se disolvié bajo
agitacion. El pH se verificd y si se considera necesario se ajusté a pH 9.6 a 25°C utilizando hidréxido

de sodio 2M. El regulador de pH diluyente enzimatico se preparoé recientemente cada dia.
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10.7.1.6 Fosfato de p-nitrofenilo 0.0103M a pH 6 para método de 25°C

Un fosfato de p-nitrofenilo 0.0103 M a pH 9.6 se prepard al disolver 1528 mg de
fosfato de p-nitrofenilo en aproximadamente 360 ml de solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M (véase la
seccion 10.7.1.4). H pH se verificd y si se considera necesario se ajusté a pH 9.6 a 25°C usando
hidréxido de sodio 2M (véase la seccién 10.7.1.1). Después de verificar el pH, el volumen se ajusto a
400 ml con solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M. La solucién se almacen6 a +4°C nominal hasta un

maximo de 5 dias.

10.7.1.7 Sustrato de trabajo para método de 25°C

El substrato de trabajo se prepard al mezclar 120 ml de solucién a pH 9.6 de fosfato
de p-nitriofenilo 0.0103M (véase la seccion 10.7.1.6) con 1.25 ml de solucién de cloruro de magnesio
1M (véase la seccion 10.7.1.2). A esta solucién aproximadamente 15 ml de solucion a pH 9.6 de
glicina 0.025M (véase la seccion 10.7.1.4) se afiadio y el pH se verificd y si se considera necesario se
ajusté a pH 9.6 a 25°C utilizando hidréxido de sodio 2M (véase la seccién 10.7.1.1). E volumen se
ajustd a 145 ml con solucién a pH 9.6 de glicina 0.025 M. H sustrato de trabajo se prepard

recientemente cada dia.

10.7.1.8 Solucién de pH 9.6 de glicina 0.025M para método de 37°C

Una solucion de pH 9.6 de glicina 0.025 molar se preparé al disolver 3.76 g de
glicina en aproximadamente 1800 ml de agua Milli-Q. La solucién se calent6 a 25°Cy se ajust6 a pH
9.6 con hidroxido de sodio 2M (véase la seccion 10.7.1.1). E volumen se completd hasta 2000 ml y
el pH se volvié a comprobar. El pH debe ser pH 9.6 a 37°C. La solucion se almacené a +4°C nominal

hasta un maximo de una semana.

10.7.1.9 Regulador de pH diluyente enzimatico para método de 37°C

El regulador de pH diluyente enziméatico se preparé al mezclar 0.5 ml de cloruro de
magnesio 1M (véase la seccion 10.7.1.2) con 0.5 ml de cloruro de zinc 0.1 M (véase la seccion
10.7.1.3) y 500 ml de solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M (véase la seccién 10.7.1.8). A esta
solucién, 5.00 g de manitol y 0.25 g de albumina de suero bovino se afiadié y se disolvié bajo
agitacion. El pH se verificd y si se considera necesario se ajusté a pH 9.6 a 37°C utilizando hidréxido

de sodio 2M. El regulador de pH diluyente enzimatico se preparé recientemente cada dia.

10.7.1.10 Fosfato de p-nitrofenilo 0.0103M a pH 6 para método de 37°C
Un fosfato de p-nitrofenilo 0.0103 M a pH 9.6 se prepar6 al disolver 1528 mg de

fosfato de p-nitrofenilo en aproximadamente 360 ml de solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M (véase la
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seccion 10.7.1.8). E pH se verifico y si se considera necesario se ajusté a pH 9.6 a 37°C usando
hidréxido de sodio 2M (véase la seccién 10.7.1.1). Después de verificar el pH, el volumen se ajust6 a
400 ml con solucién a pH 9.6 de glicina 0.025M. La solucién se almacen6 a +4°C nominal hasta un

maximo de 5 dias.

10.7.1.11 Sustrato de trabajo para método de 37°C

El substrato de trabajo se prepard al mezclar 120 ml de solucién a pH 9.6 de fosfato
de p-nitriofenilo 0.0103M (véase la seccion 10.7.1.10) con 1.25 ml de solucion de cloruro de
magnesio 1M (véase la seccion 10.7.1.2). A esta solucién aproximadamente 15 ml de solucién a pH
9.6 de glicina 0.025M (véase la seccion 10.7.1.4) se afiadio y el pH se verificd y si se considera
necesario se ajusté a pH 9.6 a 37°C utilizando hidréxido de sodio 2M (véase la seccion 10.7.1.1). H
volumen se ajustd a 145 ml con solucién a pH 9.6 de glicina 0.025 M. El sustrato de trabajo se

preparé recientemente cada dia.

10.7.2 Solucién adicionada de LVL-RecAP (500 pg/ml)

Una soluciéon adicionada de recAP se prepard al diluir 252.5 pl de LVL-RecAP
(seccién 10.6.1) a 5.00 ml con regulador de pH diluyente enzimatico (seccion 10.7.1.5). La
concentracién final de la solucion adicionada es 500 pg/ml, se utilizd esta solucién para la

preparacion de las muestras de suero humano adicionadas con recAP (seccién 10.7.4).

10.7.3 Solucidn adicionada de RecAP (500 pg/ml)

Una solucion adicionada de RecAP se prepar0 al diluir 188.0 pl de RecAP (seccion
10.6.1) a 5.00 ml con regulador de pH diluyente enzimatico (seccion 10.7.1.5). La concentracion
final de la solucion adicionada es 500 pg/ml, se utiliz esta solucidn para la preparacion de muestras

de suero humano adicionadas con RecAP (seccién 10.7.5).

10.7.4 Preparacion de muestras de suero humano adicionadas con LVL-recAP
Las muestras de suero se prepararon por LVL-RecAP adicionada a tres lotes de suero

en blanco individuales utilizando la siguiente concentracion:

Muestras de Concentracion  Actividad calculada  Volumen de Volumen
suero de LVL- (U/L) adicién total
RecAP (ng/mli) (uh (ml)
1 10.0 6603 100 5.00
2 8.00 5282 80.0 5.00
3 6.00 3962 60.0 5.00
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4 4.00 2641 40.0 5.00
5 2.00 1321 20.0 5.00
6 1.00 660 10.0 5.00
7 endbégeno endbégeno 0 5.00

Las muestras de suero se almacenaron a -70°C nominal hasta el analisis.

10.7.5 Preparacion de muestras de suero humano adicionadas con RecAP
Las muestras de suero se prepararon por RecAP adicionada a tres lotes de suero en

blanco individuales utilizando la siguiente concentracion:

Muestras de Concentracion Actividad calculada Volumen de Volumen total
suero de RecAP  (ug/ml) (U/L) adicion (ml)
)
1 9.00 6680 90.0 5.00
2 7.20 5344 72.0 5.00
3 5.40 4088 54.0 5.00
4 3.60 2672 36.0 5.00
5 1.80 1336 18.0 5.00
6 0.900 668 9.00 5.00
7 enddégeno enddégeno 0 5.00

Las muestras de suero se almacenaron a -70°C nominal hasta el analisis.

10.7.6 Preparacion de las soluciones de muestra para la actividad enzimatica de LVL-
RecAPy RecAP

Las soluciones de muestra para la actividad enzimatica de LVL-RecAP y RecAP se
prepararon por dilucién de la muestra de producto LVL-RecAP o muestra de producto RecAP usando
regulador de pH diluyente enzimatico (Seccion 10.7.1.5 para el método a 25°C o la Seccién 10.7.1.9
para el método C a 37°C).

La muestra 1 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluyo al tomar 125 ul de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluy6o hasta 2.50 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o
RecAP.

La muestra 2 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 al tomar 125 pl de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluy6 hasta 2.00 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o
RecAP.
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La muestra 3 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 al tomar 167 pul de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluy6o hasta 2.00 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o
RecAP.

La muestra 4 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 al tomar 250 ul de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluy6 hasta 2.00 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP o
RecAP.

La muestra 5 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 al tomar 500 pul de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluy6é hasta 2.00 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP
y/o RecAP.

La muestra 6 de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluy6 al tomar 1000 pl de la
muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluyé hasta 2.00 ml con regulador de pH diluyente
enzimatico para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de LVL-RecAP
y/o RecAP.

El endogeno (muestra 7) de la muestra LVL-RecAP y/o RecAP se diluyé al tomar
1000 pl de la muestra de suero LVL-RecAP y/o RecAP y se diluyé hasta 2.00 ml con regulador de pH
diluyente enzimético para preparar la solucion de la muestra final para la actividad enzimatica de

LVL-RecAP y/o RecAP.

10.8. EJECUCION, RESULTADOS Y DISCUSION

10.8.1 Equipo y Configuracion

Se utilizo el siguiente método y configuraciones:

Espectrofotémetro: Thermo Fisher Evolution 300 UV/VIS con calentador Peltier
de célula sencilla fijado a 25°C (AN-18-3) 0 37°C (AN-18-4) con un agitador magnético

Longitud de onda: 405 nm

Medicién: Durante 3 minutos, cada 15 segundos una medicion. E
primer minuto no se tuvo en cuenta para los calculos.

Tipo de cubeta: Vidrio

Las siguientes soluciones se pipetearon en una cubeta de vidrio. La temperatura de
las soluciones era de 25°C + 0.5°C para AN-18-3 0 37°C + 0.5°C para AN-18-4.
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Reactivo Solucion de muestra Blanco
Sustrato de trabajo 1450 1450 ul
Diluyente enzimético 50.0 ul
Muestra 50.0
Volumen total 1500 pl 1500

En primer lugar el sustrato de trabajo y el diluyente de enzima se mezclaron antes
de afadir la muestra. La solucion se mezcldo y la cubeta se colocd inmediatamente en el
espectrofotometro y el aumento en la absorbancia se midio a partir de 1 a 3 minutos en pasos de 15
segundos para obtener al menos 9 puntos de datos. En el punto de datos del minuto 3 (Ultimo) la
densidad optica fue de = 1.5. Ademas la linealidad fue aceptable; el coeficiente de correlacion (r)
para cada réplica debe ser = 0.990. Todos los resultados de la muestra con un coeficiente de
correlacion (r) = 0.990 fueron tomados en cuenta para la evaluacion, se informaron resultados de la
muestra con un coeficiente de correlacion (r) <0.990 para la Unica informacién. La actividad

enzimatica se realiz6 en modo por duplicado, una prueba de cada dilucion.

10.8.2 Actividad enzimética de LVL-RecAP y RecAP

Aunque en el plan de estudio se describid que la diferencia de los dos resultados
individuales (actividad enzimética) debe ser = 5.0% para aceptar los dos resultados de dilucién
individuales, todos los resultados con un coeficiente de correlaciéon (r) para cada medicion = 0.990
fueron utilizados para la evaluacion. Esto debido a que el método de la actividad enzimética fue
validado para muestras de productos farmacoldgicos LVL-RecAP a 25°C + 0.5°C y no para otros
origenes de fosfatasa alcalina y/u otras condiciones.

La figura 19 muestra la correlacion entre las actividades enzimaticas de RecAP en
suero humano a 25°C y a 37°C. La figura 20 muestra la correlacion entre las actividades enzimaticas
de LVL-RecAP en suero humano a 25°C y a 37°C.

La figura 20 muestra la actividad/pg de proteina a 25°Cy 37°C para RecAP y LVL-
RecAP. Los valores representan la actividad A entre 25°Cy 37°C para una concentracion de proteina

determinada.



